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Izvod: 
IZ 
Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae su 
među najznačajnijim uzročnicima infekcija kod 
ljudi. Problem predstavljaju multirezistentni 
sojevi koji se javljaju ne samo u bolničkom 
nego i u vanbolničkom okruženju. 
Karbapenemi, beta-laktami sa najširim 
spektrom delovanja, spadaju u lekove poslednje 
linije odbrane. Rezistencija na karbapeneme 
među enterobakterijama je u porastu širom 
sveta. Može nastati usled prisustva 
karbapenemaza, enzima koji degradiraju 
karbapeneme, ili usled hiperprodukcije AmpC 
cefalosporinaza ili beta-laktamaza proširenog 
spektra uz gubitak porina. Geni koji kodiraju 
karbapenemaze se nalaze na mobilnim 
genetičkim elementima koji im omogućavaju 
brz prenos. Najčešće karbapenemaze su KPC, 
NDM, VIM, IMP i OXA-48 enzimi. Detekcija 
sojeva koji produkuju karbapenemaze nije 
moguća samo na osnovu profila rezistencije 
izolata, s obzirom da minimalne inhibitorne 
koncentracije karbapenema mogu biti u 
referentnom opsegu. Svaki izolat sa smanjenom 
osetljivošću na karbapeneme bi trebalo ispitati 
kako bi se sprečilo njihovo širenje. Detekcija 
karbapenemaza može da se zasniva na 
fenotipskim i genotipskim metodama. Ciljevi 
istraživanja su bili da se utvrdi postojanje 
rezistencije na karbapeneme kod 
multirezistentnih izolata Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae iz kliničkih uzoraka, da
se dokaže produkcija karbapenemaza 
korišćenjem fenotipskih i genotipskih testova, 
kao i da se analizira osetljivost izolata 
Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae sa 
molekularno dokazanim karbapenemazama. 
Istraživanje je sprovedeno kao prospektivna 
studija u periodu 01.11.2013. do 01.11.2014. 
godine u Centru za mikrobiologiju Instituta za 
javno zdravlje Vojvodine u Novom Sadu. U 
istraživanje je bilo uključeno 300 
multirezistentnih izolata Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae konsekutivno izolovanih 
iz kliničkih uzoraka (krv, punktat, sekret iz 
donjeg respiratornog trakta, urin i sekret rana) 
hospitalizovanih pacijenata. Identifikacija do 
nivoa vrste je vršena klasičnim bakteriološkim 
metodama. Za ispitivanje osetljivosti korišćeni
su disk difuziona metoda i gradijent testovi. 
Vrednosti minimalnih inhibitornih 
koncentracija su ispitane automatizovanim
Vitek 2 sistemom (BioMérieux, Francuska), a 
interpretacija izvršena u skladu sa preporukama 
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute). 
Za fenotipsko testiranje prisustva beta-
laktamaza proširenog spektra korišćen je 
kombinovani disk test. Za fenotipsko testiranje
prisustva karbapenemaza kod sojeva 
rezistentnih na karbapeneme korišćen je 
kombinovani disk test i test sinergizma sa dva 
diska. Detekcija gena za beta-laktamaze blaCTX-
M, gena za karbapenemaze blaKPC, blaVIM,
blaNDM, blaIMP i blaOXA-48-like izvršena je 
metodom lančane reakcije polimeraze. 
Genotipizacija odabranih izolata Klebsiella 
pneumoniae izvršena pomoću repetitivne 
lančane reakcije polimeraze korišćenjem 
DiversiLab sistema (BioMérieux, Francuska). 
Od 300 multirezistetntnih izolata, bilo je 242 
(80,7%) Klebsiella pneumoniae i 58 (19,3%) 
Escherichia coli izolovanih iz kliničkih 
uzoraka. Smanjenu osetljivost na bar jedan 
karbapenem (imipenem, meropenem, 
ertapenem) pokazalo je 179 (59,7%) izolata. 
Fenotipski test za dokazivanje produkcije beta-
laktamaza proširenog spektra bio je pozitivan 
kod 87/171 (50,9%) izolata. Gen blaCTX-M je 
dokazan kod 111/121 (91,7%) izolata. 
Fenotipski test za dokazivanje karbapenemaza 
bio je pozitivan kod 65/179 (36,3%) izolata, 
kod 63 (96,9%) je ukazivao na prisustvo 
metalo-beta laktamaza, a kod 2 (3,1%) na 
prisustvo karbapenemaza iz grupe A.
Senzitivnost fenotipskog testa za dokazivanje 
karbapenemaza klase A i B iznosila je 100,0%, 
specifičnost 96,6%, a ukupna tačnost 97,6%.
Karbapenemaze su nađene kod 79/179 (44,1%) 
izolata rezistentnih na karbapeneme. Gen 
blaNDM nađen je kod 58 (32,4%) izolata, blaOXA-
48-like kod 11 (6,1%), a blaKPC kod 2 (1,1%) 
izolata. Geni blaVIM i blaIMP nisu detektovani. 
Kod 8 (4,5%) izolata nađena su 2 gena koja 
kodiraju karbapenemaze, blaNDM i blaOXA-48-like. 
Određivanjem osetljivosti disk difuzionom 
metodom i automatizovanim Vitek 2 sistemom, 
izolati koji produkuju karbapenemaze 
pokazivali su smanjenu osetljivost na sve 
testirane beta-laktame i gentamicin, odnosno 
tobramicin. Visok procenat rezistenicije izolati 
su pokazali u odnosu na ciprofloksacin, 
levofloksacin i trimetoprim/sulfametoksazol. 
Najefikasniji antibiotski lekovi su bili amikacin, 
tigeciklin, fosfomicin i kolistin. Poređenjem 
minimalnih inhibitornih koncentracija izolata 
koji produkuju i izolata koji ne produkuju 
karbapenemaze utvrđena je statistički značajna 
razlika za meropenem, imipenem, ertapenem, 
amikacin, gentamicin. Genotipizacijom 
odabranih izolata Klebsiella pneumoniae
korišćenjem DiversiLab sistema klonalno 
širenje je dokazano među izolatima koji 
produkuju NDM i OXA-48-like karbapenemaze 
u okviru iste zdravstvene institucije, ali i među 
različitim zdravstvenim ustanovama. Među 
izolatima rezistentnim na karbapeneme 
Klebsiella pneumoniae se češće izoluje od 
Escherichia coli. Kod izolata koji su pokazali 
smanjenu osetljivost prema bar jednom 
karbapenemu, karbapenemaze su detektovane u 
manje od polovine izolata. Kod ostalih izolata 
dokazane su beta-laktamaze proširenog spektra 
koje uz gubitak porina mogu uzrokovati 
rezistenciju na karbapeneme. Kod izolata 
Klebsiella pneumoniae sa dokazanim genima 
koji kodiraju karbapenemaze detektovani su 
pojedinačni blaKPC, blaNDM i blaOXA-48-like geni, 
kao i kombinacija gena blaNDM i blaOXA-48-like. 
Kod izolata Escherichia coli nađeni su samo 
blaNDM geni. Najefikasniji antibiotski lekovi za 
izolate koji produkuju karbapenemaze su 
amikacin, tigeciklin, fosfomicin i kolistin. 
Izolati sa dokazanim karbapenemazama 
pokazuju rezistenciju na veći broj antibiotika u 
odnosu na izolate koji ne produkuju 
karbapenemaze. Dokazano je klonalno širenje 
izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju 
karbapenemaze. Testove za fenotipsku 
detekciju karbapenemaza bi trebalo koristiti i u 
rutinskim mikrobiološkim laboratorijama u 
skladu sa EUCAST (European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing)
preporukama, a konačnu potvrdu treba izvršiti 
molekularnim metodama u referentnoj 
laboratoriji.   
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Abstract: 
AB 
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae are 
among the most common human pathogens. 
Multiresistant strains are emerging not only in 
hospital settings, but also in the community 
representing a major concern. Carbapenems, 
beta-lactams with the broadest spectrum of 
activity are considered to be antibiotics of last 
resort. Resistance to carbapenems among 
enterobacteria is spreading worldwide. It is 
mainly caused by carbapenemases, enzymes 
capable of degrading carbapenems or by 
hyperproduction/overexpression of AmpC beta-
lactamases or extended spectrum beta-
lactamases with porin loss. Carbapenemase-
encoding genes are usually located on mobile 
genetic elements providing their fast transfer. 
The most common carbapenemases are KPC, 
NDM, VIM, IMP and OXA-48. The detection 
of carbapenemase-producer cannot rely only on 
the resistance profile as their minimal inhibitory 
concentration values may sometimes lay within 
the susceptibility range. Therefore, every 
multidrug-resistant isolates with lower 
susceptibility to carbapenems should be tested 
for the presence of carbapenemases in order to 
prevent further spreading. The detection of 
carbapenemases is based on phenotypic and 
genotypic methods. The aims of the study were 
to determine the occurrence of carbapenem 
resistance in multidrug-resistant Escherichia 
coli and Klebsiella pneumoniae isolated from 
clinical samples, to detect carbapenemase 
production using both phenotypic and genotypic 
methods and to analyze the susceptibility of 
carbapenemase-producing Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae. The study was 
conducted from 1st November 2013 to 1st
November 2014 at the Center for Microbiology 
in the Institute for Public Health of Vojvodina, 
Novi Sad, Serbia. The study included 300 
nonrepetitive multidrug-resistant strains of 
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
isolated from clinical specimen (blood,
aspirates, lower respiratory tract secretions,
urine and wound secretion) of hospitalized 
patients. Identification of isolated strains was 
done using conventional bacteriological 
methods. Antimicrobial susceptibility was 
tested using the disk diffusion method and MIC 
test strips. Minimal inhibitory concentrations 
were determined using Vitek 2 Compact 
automated system (BioMérieux, France), 
interpreted according to the CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute)
recommendations. Phenotypic testing of 
extended-spectrum beta-lactamases production 
was done using combined disk test. Phenotypic 
testing of carbapenemase production was done 
by combined disk test and double-disk synergy 
test. Detection of blaCTX-M, gene encoding 
extended-spectrum beta-lactamases and blaKPC, 
blaVIM, blaNDM, blaIMP i blaOXA-48-like, genes 
encoding carbapenemases was done using PCR. 
Genotyping of selected Klebsiella pneumoniae
isolates was done by repPCR using DiversiLab 
system (BioMérieux, France). From the total of 
300 multiresistant isolates, 242 (80.7%) were 
Klebsiella pneumoniae and 58 (19.3%) were 
Escherichia coli obtained from clinical samples. 
Reduced susceptibility to at least one 
carbapenem (imipenem, meropenem, 
ertapenem) was found in 179 (59.7%) isolates. 
Phenotypic test for extended-spectrum beta-
lactamases production was positive in 87/171 
(50.9%) isolates. A total of 111/121 (91.7%) 
isolates harbored blaCTX-M. Phenotypic test for 
carbapenemase production was positive in 
65/179 (36.3%) isolates, 63 (96.9%) indicating 
the presence of metallo-beta-lactamases and 2 
(3.1%) indicating the presence of class A 
carbapenemases. Sensitivity of the phenotypic 
test for carbapenemase production of class A 
and B was 100.0%, specificity 96.6% and 
overall accuracy 97.6%. Carbapenemases were 
detected in 79/179 (44.1%) carbapenem-
resistant isolates. Gene blaNDM was found in 58 
(32.4%) isolates, blaOXA-48-like in 11 (6.1%) and 
blaKPC in 2 (1.1%) isolates. Genes blaVIM and 
blaIMP were not detected. In 8 (4.5%) isolates 2 
genes encoding carbapenemases were found, 
blaNDM and blaOXA-48-like. Using both disk 
diffusion method and Vitek 2 automated system 
for antimicrobial susceptibility testing
carbapenemase-producing isolates were 
resistant to all beta-lactams and also to 
gentamicin and tobramicin respectively. 
Resistance rates were high for ciprofloxacin, 
levofloxacin and cotrimoxazole. Good activity 
maintained for amikacin, tigecycline, 
fosfomycin and colistin. Comparing minimal 
inhibitory concentrations of carbapenemase-
producing isolates and non-carbapenemase 
producers, significant difference was found for 
meropenem, imipenem, ertapenem, amikacin 
and gentamicin. Genotyping of selected 
Klebsiella pneumoniae isolates using 
DiversiLab system, revealed the clonal spread 
of NDM- and OXA-48-like-producers not only 
within one healthcare-setting, but also between 
different healthcare centers. Among 
carbapenem-resistant isolates, Klebsiella 
pneumoniae was found more often than 
Escherichia coli. Carbapenemases were 
detected in less than 50% of isolates resistant to 
at least one carbapenem. In other carbapenem-
resistant isolates extended-spectrum beta-
lactamases were confirmed most likely causing 
carbapenem-resistance with porin deficiency or
porin loss. Among carbapenemase-producing 
Klebsiella pneumoniae blaKPC, blaNDM and
blaOXA-48-like genes were detected, as well as 
combination of 2 genes blaNDM and blaOXA-48-like. 
In carbapenemase-producing Escherichia coli
only blaNDM was found. The most efficient 
antimicrobial drugs among tested 
carbapenemase-producing isolates were 
amikacin, tigecycline, fosfomycin and colistin. 
Carbapenemase-producing isolates were 
resistant to more antimicrobial agents compared 
to non-carbapenemase producers. Clonal 
dissemination of carbapenemase-producing 
Klebsiella pneumoniae was confirmed.
Phenotypic detection of carbapenemase 
production should be done in routine 
microbiology laboratories according to 
EUCAST (European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing) 
recommendations. Final confirmation should be 
done by molecular methods in the reference 
laboratory. 
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SKRAĆENICE
bla- geni koji kodiraju beta-laktamaze
CDT- kombinovani disk test (eng. combined disk test)
CLSI- Institut za kliničke i laboratorijske standarde
(eng. Clinical and Laboratory Standards Institute)
CTX-M- cefotaksimaza-Minhen
DDST- test sinergizma sa dva diska (eng. double-disk synergy test)
DNK- dezoksiribonukleinska kiselina
EDTA- etilendiamintetrasirćetna kiselina
ESBL- beta-laktamaze proširenog spektra (eng. extended-spectrum beta lactamases)
EUCAST- Evropski komitet za ispitivanje antimikrobne osetljivosti
(eng. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
FDA- Agencija za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration)
IMP- imipenemaza 
KPC- karbanemenaza Klebsiella pneumoniae 
(eng. Klebsiella pneumoniae carbapenemases)
LAMP- izotermalna amplifikacija posredovana “petljom”
(eng. loop-mediated isothermal amplification)
MALDI-TOF- matricom potpomognuta laserska desorpcija/jonizacija-vreme preleta
(eng. matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry)
MDR- multirezistencija, multipla rezistencija (eng. multidrug- resistance)
MIK- minimalna inhibitorna koncentracija
MLST- tipizacija višestrukim sekvencama (eng. multilocus sequence typing)
NDM- Nju Delhi metalo-beta-laktamaza (eng. New Delhi metallo-beta-laktamase)
OMP- proteini spoljašnje membrane (eng. outer membrane proteins)
OXA- oksacilinaze
PCR- lančana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction)
qPCR- lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu; kvantitativna lančana reakcija
polimeraze (eng. real-time polymerase chain reaction; quantitative polymerase
chain reaction)
repPCR- repetitivna lančana reakcija polimeraze (eng. repetitive element PCR
fingerprinting)
PDR- panrezistencija (eng. pandrug-resistance)
PFGE- gel elektroforeza u pulsnom polju (eng. pulsed-field electrophoresis)
RNK- ribonukleinska kiselina
UK NEQAS- Nacionalni servis za spoljnu kontrolu kvaliteta Ujedinjenog Kraljevstva
(eng. United Kingdom National External Quality Assessment Service)
UV- ultra-violetni
VIM- Verona-integronom kodirana metalo-beta-laktamaza
(eng. Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase)
XDR- ekstenzivno rezistentan (eng. extensively drug- resistant)
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1 UVOD
Rezistencija bakterija na antibiotike predstavlja problem koji se javio istovremeno sa
uvođenjem antibiotika u kliničku praksu, ali na značaju dobija zbog sve većeg broja i
raznovrsnosti rezistentnih mikroorganizama. Proučavanjem porekla različitih mehanizama 
rezistencije došlo se do zaključka da je rezistencija bakterija na antibiotike široko rasprostranjena 
u prirodi i da se javlja i u sredinama u kojima nema humanog uticaja. Produkcija prirodnih 
antibiotika predstavlja jedan od kompetitivnih mehanizama kojim su se bakterije borile za 
nutrijente. Da bi opstale, osetljive vrste su razvile odbrambene mehanizme (1). Većina bakterija 
poseduje različite mehanizme kojima se postiže rezistencija na neki lek. Jednom stečena, ona 
može da se prenosi na rezistentno potomstvo (2). Bakterije su kroz evoluciju do savršenstva 
razvile mehanizme za akumulaciju gena rezistencije na antibiotike. Geni locirani na hromozomu 
se prenose direktno na potomtsvo (klonarno širenje), dok se geni locirani na plazmidima, 
transpozonima, integronima i bakteriofagima prenose horizontalno između bakterija istih ili 
različitih vrsta i rodova. Horizontalni transfer gena se odvija prenosom gena rezistencije na 
konjugabilne plazmide i transpozone, najčešće mehanizimima konjugacije, transpozicije i mesto-
specifične rekombinacije. Integroni nastaju kada se pojedinačne genske kasete integrišu mesto-
specifičnom rekombinacijom u jedinstvenu genetičku jedinicu, koja osim sistema za 
rekombinaciju obezbeđuje i promotor za ekspresiju novougrađene DNK. Na ovaj način integroni 
formiraju operone gena za rezistenciju na antibiotike koji su deo transpozona lociranih na 
konjugabilnim plazmidima. Kada se geni rezistencije nađu na ovim elementima njihovo dalje 
širenje je samo pitanje vremena i selektivnog pritiska (3,4). Iako prirodni antibiotici i mehanizmi 
rezistencije postoje i evoluiraju milionima godina u humanom okruženju evolutivna bitka između 
antibiotika i gena rezistencije se drastično ubrzava usled velike koncentracije antimikrobnih 
agenasa. Selektivni pritisak koji nastaje upotrebom antibiotika favorizuje rezistentne klonove i 
smatra se osnovnim pokretačem nastanka i širenja rezistencije. Prekomernom upotrebom 
antibiotika ne delujemo samo selektivno na mehanizme rezistencije već i ubrzavamo evoluciju 
rezistencije. Rezistentne bakterije mogu da se šire ne samo unutar ograničenog područja, nego i 
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dalje preko geografskih granica. Rasprostranjivanje rezistentnih patogena se može odvijati preko 
ljudi, životinja, životinjskih produkata ili kontaminacijom životne sredine (1,5).
Antimikrobna rezistencija je prepoznata na globalnom nivou kao jedna od najvećih pretnji za 
javno zdravlje ljudi (5). Naročito su značajne infekcije izazvane rezistentnim Gram-negativnim 
bacilima, koje se sve češće beleže širom sveta (6,7). Antimikrobna rezistencija Gram-negativnih 
bakterija se zasniva na ekspresiji enzima koji inaktivišu antibiotik ili na neenzimskim 
mehanizmima. Enzimski kao i neenzimski mehanizmi mogu biti urođeno prisutni kod date vrste 
na hromozomskim genima ili se mogu steći kao posledica dva genetička događaja: 1) mutacije 
hromozomskih gena koji dovode do: a) povećanja ekspresije urođenih mehanizama rezistencije 
(antibiotik-inaktivišućih enzima ili efluks pumpe), b) promene u propustljivosti ovojnica 
gubitkom porina spoljašnje membrane ili c) modifikacije ciljnog mesta i 2) horizontalnog 
genskog transfera mobilnih genetičkih elemenata na kojima se nalaze geni rezistencije (najčešće 
beta-laktamaze, aminoglikozid-modifikujući enzimi i neenzimski mehanizmi) (7).
1.1 POJAM MULTIREZISTENCIJE
Nastanak rezistencije bakterija na više antimikrobnih lekova istovremeno postaje sve veći 
javnozdravstveni problem s obzirom na često sužen izbor efikasnih antibiotika ili čak odsustvo 
efikasnog leka za lečenje bakterijskih infekcija. Postoje dokazi da se kod Gram-negativnih 
bakterija, naročito enterobakterija, geni rezistencije i pridruženi mobilni genetički elementi 
prisutni na plazmidima, često nalaze grupisani zajedno u velike multirezistentne regione (eng. 
multiresistance regions). Veliki broj gena rezistencije u multirezistentnom regionu omogućava 
bakteriji brzo i istovremeno sticanje kombinacije gena rezistencije. Usled dejstva selektivnog 
pritiska, nastaju uspešne kombinacije koje se najčešće javljaju. Povezanost određenog gena 
rezistencije sa drugima može omogućiti njegovu koselekciju primenom antibiotika iz drugih 
klasa (4).
Multirezistencija ili multipla rezistencija (eng. multidrug-resistant-MDR) označava 
neosetljivost ili smanjenu osetljivost bakterija na najmanje po jedan antimikrobni lek iz tri ili više 
klasa antibiotika. Ekstenzivno rezistentne (eng. extensively drug-resistant-XDR) bakterije su 
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neosetljive na sve izuzev jedne ili dve klase antimikrobnih lekova. Panrezistencija (eng. pandrug-
resistance-PDR) se definiše kao neosetljivost na sve antimikrobne lekove iz svih klasa. Bakterije 
koje su panrezistentne poseduju apsolutnu rezistenciju što znači da ne postoji odobren 
antimikrobni lek koji poseduje aktivnost prema takvim sojevima. Postoje bakterije koje su 
urođeno rezistentne na pojedine antimikrobne lekove ili na čitave klase antimikrobnih lekova. 
Prilikom procene kategorije multiple rezistencije određenih bakterija takvi lekovi se isključuju. 
Za enterobakterije preporučene klase antimikrobnih lekova za testiranje su sledeće: 
aminoglikozidi, cefalosporini prve i druge generacije, cefalosporini treće i četvrte generacije, 
cefamicini, fluorohinoloni, inhibitori sinteze folata, glicilciklini, monobaktami, karbapenemi, 
penicilini, penicilini sa inhibitorima beta-laktamaza, fenikoli, fosfonična kiselina i polimiksini 
(8).
1.2 ENTEROBAKTERIJE – problem nastanka multiple rezistencije
Enterobakterije predstavljaju Gram-negativne bacile koji se uglavnom mogu naći kao deo
normalne crevne flore, a istovremeno spadaju u najčešće uzročnike velikog broja infekcija kod 
ljudi. Lako se prenose među ljudima preko ruku, kontaminirane hrane i vode, a imaju sposobnost 
sticanja genetskog materijala pomoću horizontalnog genskog transfera uglavnom posredstvom 
plazmida i transpozona. Zbog toga pojava multirezistencije enterobakterija predstavlja značajan 
problem naročito iz kliničkog aspekta (9,10).
1.1.1 Escherichia coli
Escherichia coli je Gram-negativan bacil koji pripada porodici Enterobacteriaceae i 
predstavlja najzastupljeniju fakultativno anaerobnu vrstu u gastrointestinalnom traktu čoveka i 
nekih životinja. Kao komesal crevnog trakta živi u uzajamno korisnoj zajednici sa domaćinom i 
kao takva retko uzrokuje oboljenja. Pored komensalnih Escherichia coli, postoje sojevi koji su 
enterovirulentni i uzrokuju različite vrste dijarealnih sindroma. Neki sojevi Escherichia coli
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uzrokuju ekstraintestinalna oboljenja kod osoba kod kojih su prvobitno asimptomatski 
kolonizovali crevni trakt. Takvi sojevi Escherichia coli su filogenetski i epidemiološki udaljeni u 
odnosu na komensalne i patogene sojeve. Na osnovu genetskih i kliničkih kriterijuma sojeve 
Escherichia coli možemo da podelimo na komensalne, enterovirulentne i ekstraintestinalne 
patogene Escherichia coli (11). Ekstraintestinalne patogene Escherichia coli su značajan 
uzročnik bolničkih i vanbolničkih infekcija i mogu izazvati oboljenja različitih organa. Najčešće
uzrokuju infekcije urinarnog trakta, izazivajući 85-95% nekomplikovanih cistitisa i pijelonefritisa 
kod žena pre menopauze. Escherichia coli je čest uzročnik abdominalnih i pelvičnih infekcija, 
kao jedini uzročnik ili u sklopu mešanih infekcija. Javlja se kao uzročnik infekcija operativnog 
polja, neonatalnog meningitisa i septikemije, a može da uzrokuje i pneumoniju (12). Virulentni 
potencijal ekstraintestinalne Escherichia coli zavisi od prisustva specijalizovanih faktora 
virulencije kao što su fimbrije, adhezini, toksini, siderofore, kapsula, hemolizini i invazini. 
Navedeni faktori virulencije omogućavaju bakteriji izbegavanje mehanizama odbrane domaćina, 
kolonizaciju značajnih anatomskih područja i podsticanje inflamatornog odgovora, što sve 
zajedno doprinosi razvoju bolesti (13). Escherichia coli je jedna od najprilagodljivijih 
bakterijskih vrsta a njena adaptabilnost je rezultat visoke plastičnosti genoma, sticanja ili gubitka
gena preko horizontalnog genskog transfera (11).
Uticaj Escherichia coli na mortalitet i morbiditet kod ljudi nije bio zabrinjavajuć usled 
dostupnosti efikasne antibakterijske terapije. Nažalost, situacija se menja poslednjih decenija 
usled rastuće rezistencije Escherichia coli na antimikrobne lekove koja se beleži širom sveta, sa 
prisutnim razlikama u odnosu na geografsko područje (11,14). Jedan od dominantnih faktora 
rizika za širenje rezistentnih sojeva Escherichia coli i gena rezistencije jeste selektivni pritisak 
nastao usled prekomerne upotrebe antibakterijskih lekova u humanoj medicini, veterini i 
poljoprivredi (15). Do 90-tih godina prošlog veka uobičajeno visok nivo rezistencije sojevi 
Escherichia coli su pokazivali u odnosu na peniciline i trimetoprim, a nizak u odnosu na treću 
generaciju cefalosporina i nitrofurantoin. Od kraja 90-tih godina beleži se rastuća rezistencija na 
fluorohinolone i produkcija beta-laktamaza proširenog spektra multirezistentnih sojeva koja se 
javlja ne samo među bolničkim nego i među vanbolničkim izolatima (16). Multirezistentni izolati 
nisu uobičajeni samo u bolničkom okruženju već se javljaju i kod zdrave populacije (17,18).
Pojava sojeva sa produkcijom beta-laktamaza proširenog spektra značajno je smanjila terapijske 
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mogućnosti. Rezistencija na skoro sve cefalosporine u prvi plan stavlja karbapeneme, lekove 
poslednje linije odbrane. Novi problem predstavljaju sojevi Escherichia coli rezistentni na 
karbapeneme koji se za sada javljaju uglavnom među bolničkim izolatima (19,20). Kako 
Escherichia coli predstavlja deo normalne flore ljudi i životinja, često se nalazi u čovekovom 
okruženju, jasno je kakav javnozdravstveni problem bi predstavljala široka rasprostranjenost
multirezistentnih sojeva koji produkuju karbapenemaze. 
1.1.2 Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae je Gram-negativan bacil koji pripada porodici Enterobacteriaceae. 
Spada u oportunističke patogene, a može da se nađe u crevnom traktu, ustima i na koži ljudi, kao 
i na medicinskim uređajima i u bolničkoj sredini (21). Oportunistički sojevi Klebsiella 
pneumoniae najčešće izazivaju oboljenja kod imunološki kompromitovanih osoba. Klebsiella 
pneumoniae je u prošlosti bila značajan uzročnik teške vanbolničke pneumonije, a danas je čest 
uzročnik infekcija urotrakta, bilijarnog trakta, osteomijelitisa i septikemije (22). Postoji najmanje 
78 kapsularnih serotipova Klebsiella pneumoniae od kojih naročito K1 i K2 pokazuju jedinstveni 
hipermukoidi (hiperviruletni) fenotip usled povećane produkcije kapsularnog polisaharida. 
Kapsularni polisaharid se smatra najznačajnijim faktorom virulencije. Hipervirulentni sojevi 
Klebsiella pneumoniae su veoma invazivni i mogu da uzrokuju teška oboljenja kod prethodno 
zdravih osoba kao što su piogeni apscesi jetre, meningitis, nekrotizirajući fascitis, endoftalmitis i 
teška pneumonija (23). Epidemiologija infekcija izazvanih Klebsiella pneumoniae se izmenila u 
eri primene antimikrobne terapije, te su danas najčešće bolničke infekcije (24). Neposredno pre
razvoja bolničkih infekcija dolazi do kolonizacije gastrointestinalnog trakta, ali i urinarnog trakta 
i respiratornog trakta pacijenta. Takođe, Klebsiella pneumoniae može da stvara biofilm na 
medicinskim sredstvima kao što su endotrahealni tubusi ili kateteri što omogućava nastanak 
infekcije naročito kod kritično obolelih (25). Bolničke infekcije uzrokovane sojevima Klebsiella 
pneumoniae su često hronične zbog dva glavna razloga: biofilm koji klebsijela stvara štiti 
bakteriju od imunog sistema domaćina i od antibiotika, a i bolnički izolati često pokazuju 
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multirezistentni fenotip (26,27). Klebsiella pneumoniae je svrstana u takozvanu “ESKAPE” 
grupu patogena (zajedno sa Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp.) koji zajedno predstavljaju najčešće 
uzročnike bolničkih infekcija jer “izbegavaju” (eng. escape) antibakterijske lekove zbog razvoja 
rezistencije na antimikrobne agense (28). Sojevi Klebsiella pneumoniae često poseduju plazmide 
različite veličine koji nose gene rezistencije što doprinosi rastućoj rezistenciji na veliki broj 
antimikrobnih agenasa kao što su penicilini, cefalosporini, karbapenemi, aminoglikozidi i 
fluorohinoloni (29). Međunarodno širenje Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze 
predstavlja jedno od najurgentnijih javnozdravstvenih pitanja (30). 
U lečenju infekcija izazvanih enterobakterijama koriste se najčešće beta-laktamski 
antibiotici, fluorohinoloni i aminoglikozidi. Beta-laktamski antibiotici inhibiraju sintezu ćelijskog 
zida. Najčešće korišćeni predstavnici efikasni protiv enterobakterija su ampicilin, amoksicilin, 
piperacilin, tikarcilin bez ili sa inhibitorima beta-laktamaza (klavulanskom kiselinom, 
sulbaktamom i tazobaktamom), cefalosporini proširenog spektra (ceftazidim, cefotaksim, 
cefepim) i karbapenemi (imipenem, meropenem i ertapenem) (9). Beta-laktamski antibiotici su 
izuzetno dobri lekovi jer deluju na strukture koje ne postoje u humanim ćelijama. Njihova 
efikasnost je na žalost sve manja usled globalne pojave i širenja rezistencije naročito poslednjih 
decenija.
1.3 KARBAPENEMI – da li ostajemo bez rešenja?
Karbapenemi su među beta-laktamskim antibioticima lekovi sa najširim spektrom
delovanja, efikasni i protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (31). Imipenem je prvi 
karbapenem uveden u kliničku praksu 1985. godine kao N-formimidoil derivat tienamicina. Zbog 
osetljivosti na deaktivaciju bubrežnom dehidropeptidazom imipenemu je bilo neophodno dodati 
inhibitor cilastatin. Nakon otkrića imipenema došlo je do otkrića drugih, stabilnijih karbapenema 
sa širim spektrom delovanja (meropenem, biapenem, ertapenem i doripenem) (32). Karbapenemi 
poseduju penicilinu-sličan petočlani prsten, ali je sumpor na C-1 poziciji u petočlanom prstenu 
Doktorska disertacija Asist. dr Anika Trudić
1 
U
V
O
D
7
zamenjen ugljenikovim atomom i uvedena je dvostruka veza između C-2 i C-3 (Slika 1) (33). 
Različiti karbapenemi se razlikuju dominantno u konfiguraciji bočnih lanaca na C-2 i C-6 poziciji 
(34). Ovakva struktura omogućava izuzetnu stabilnost u odnosu na većinu beta-laktamaza 
uključujući AmpC enzime i beta-laktamaze proširenog spektra. 
Slika 1. Hemijska struktura karbapenema: a) imipenema; b) meropenema; c) biapenema; 
d) ertapenema i e) doripenema. Beta-laktamsko jezgro je numerisano (33)
Karbapenemi ulaze u Gram-negativne bakterije kroz porine, proteine spoljašnje 
membrane. Nakon ulaska u periplazmatski prostor karbapenemi se vezuju za penicilin-vezujuće 
proteine, enzime koji katalizuju sintezu peptidoglikana, centralne strukture ćelijskog zida 
bakterija. Za efikasnost karbapenema je ključno što mogu da se vezuju za više različitih penicilin-
vezujućih proteina. Posledica njihovog delovanja je slabljenje peptidoglikana i prskanje 
bakterijske ćelije usled osmotskog pritiska (32). S obzirom na širok spektar delovanja i stabilnost 
u odnosu na mnoge determinante rezistencije, karbapenemi predstavljaju rezervne antibiotike, 
antibiotike druge linije, rezervisane za lečenje teških bakterijskih infekcija. Pokazuju znatno 
manje neželjenih delovanja u odnosu na druge rezervne antibiotike, kao što su polimiksini (31).  
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Mehanizmi rezistencije na karbapeneme odgovaraju mehanizmima rezistencije na beta-laktamske 
antibiotike i podrazumevaju:
1. Produkciju beta-laktamaza, dominantno karbapenemaza
2. Smanjenje produkcije ili izmena proteina spoljašnje membrane (OMP). Rezistentni 
fenotipovi se uglavnom javljaju kada se ovaj mehanizam kombinuje sa drugim 
mehanizmima rezistencije kao što je produkcija beta-laktamaza 
3. Efluks pumpe koje mogu da eksportuju beta-laktame izvan ćelije kroz spoljnu membranu, 
takođe dovode do snižavanja efektivne koncentracije leka u periplazmi 
4. Produkciju penicilin-vezujućih proteina niskog afiniteta koji katalizuju reakciju 
transpeptidacije, što predstavlja značajan mehanizam rezistencije nekih Gram-pozitivnih 
bakterija. Izmena penicilin-vezujućih proteina ima mali značaj u nastanku rezistencije na 
beta-laktame kod Gram-negativnih bakterija kao što su enterobakterije (32,35). 
Karbapenemi su godinama uspešno korišćeni za lečenje teških infekcija izazvanih 
rezistentnim enterobakterijama. Međutim, prvu deceniju 21. veka karakteriše pojava i brzo širenje 
rezistencije na karbapeneme usled prisustva karbapenemaza. Mogućnost plazmidskog prenosa 
karbapenemaza ukazala je na mogućnost horizontalnog prenosa gena rezistencije što je i dovelo 
do pojave enterobakterija rezistentnih na karbapeneme širom sveta u kratkom vremenskom 
periodu. Iako karbapenemaze ne predstavljaju jedini mehanizam rezistencije na karbapeneme, 
njihova pojava i brzo širenje imaju najveći javnozdravstveni značaj. Budući da su sojevi koji 
produkuju karbapenemaze često rezistentni i na druge grupe antimikrobnih lekova, terapijske 
mogućnosti takvih infekcija su vrlo ograničene (31,36,37). Pored karbapenemaza, kod 
enterobakterija rezistencija na karbapeneme može da nastane usled smanjenog preuzimanja leka 
zbog gubitka ili izmene porina zajedno sa prekomernom ekspresijom AmpC cefalosporinaza ili 
beta-laktamaza proširenog spektra (10).  
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1.4 BETA-LAKTAMAZE KOD ENTEROBAKTERIJA 
Rezistencija na beta-laktame kod enterobakterija najčešće nastaje enzimskom 
destrukcijom leka, dejstvom beta-laktamaza. Danas je poznato više od 1300 beta-laktamaza, što 
ovu porodicu enzima čini jednom od najbrojnijih (38). 
1.4.1 Klasifikacija beta-laktamaza
Klasifikacija beta-laktamaza se zasniva ili na funkcionalnim karakteristikama enzima ili 
na njihovoj osnovnoj stukturi, odnosno molekularnim karakteristikama (Slika 2) (39,40). 
Začeci funkcionalne klasifikacije beta-laktamaza datiraju od 1968. godine kada su Savaji i 
saradnici razdvojili hromozomalne beta-laktamaze enterobakterija specifične za vrstu, u enzime 
sa aktivnošću u odnosu na peniciline i cefalosporine (38). Funkcionalna klasifikacija beta-
laktamaza koju su sačinili Ričmond i Sajks 1973. godine se zasnivala na: hidroliznom profilu, 
osetljivosti na inhibiciju p-hlormerkuri-benzoatom i kloksacilinom, kao i na tome da li je 
produkcija enzima posredovana plazmidski ili hromozomski. Hidrolizni profil se zasnivao na 
relativnoj aktivnosti u odnosu na cefaloridin i benzilpenicilin, te su definisane „cefalosporinaze“, 
„penicilinaze“ i enzimi „širokog spektra“ u slučaju hidrolize i jednog i drugog supstrata (41). 
Karen Buš je 1989. godine napravila reviziju navedene klasifikacije (39) i predstavila 
funkcionalnu klasifikaciju beta-laktamaza koja je proširena 1995. godine (42). Zasnivala se na 
biohemijskim karakteristikama enzima, a podelila je beta-laktamaze u četiri velike grupe sa 
brojnim podgrupama. Dopunom funkcionalne klasifikacije Bušova i Džejkobi 2010. godine beta-
laktamaze konačno dele u 3 glavne grupe i 16 podgrupa. Enzimi su raspoređeni na osnovu 
sposobnosti hidrolize određene klase beta-laktama i na osnovu inaktivacione moći inhibitora 
beta-laktamaza (klavulanske kiseline, sulbaktama i tazobaktama) (43). 
Početak molekularne klasifikacije predstavlja nalaz aminokiselinskih sekvenci četiri beta-
laktamaze 1980. godine (38). Ričard Ambler je na osnovu pojedinih, tada poznatih, penicilinaza 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis i Escherichia coli definisao 
molekularnu klasu A. Molekularnu klasu B je definisala beta-laktamaza koja je sadržala cink na 
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aktivnom mestu izolovana iz Bacillus cereus (40). Pomenuta beta-laktamaza je tada predstavljala 
jedinu identifikovanu metalo-beta-laktamazu, verovatno usled nedostatka selektivnog pritiska, s 
obzirom da se sa kliničom primenom karbapenema počelo tek krajem 1985. godine (38). Sledeći
Amblerovu definiciju stukturne klasifikacije 1981. godine Jaurin i Grundstrom predstavljaju 
molekularnu klasu C, ukazujući na razlike između AmpC cefalosporinaza i beta-laktamaza klase 
A i B (44). Molekularnu klasu D predstavili su Huvijen i saradnici serinskom beta-laktamazom 
kasnije imenovanom u OXA-10, koja se značajno razlikovala od enzima iz prethodne 3 klase
(45). Danas je u upotrebi molekularna klasifikacija po Ambleru koja je zasnovana na homologiji 
aminokiselina i podrazumeva četiri velike klase A, B, C i D, koje koreliraju sa funkcionalnom 
klasifikacijom bez pojedinosti vezanih za enzimsku aktivnost samog enzima. Klase A, C i D 
označavaju enzime koji hidrolizuju svoje supstrate formirajući acil-enzime preko aktivnog 
serinskog mesta, dok klasa B beta-laktamaza predstavlja metaloenzime sa barem jednim jonom 
cinka, neophodnim za njihovu katalitičku aktivnost (46).
Slika 2. Molekularne i funkcionalne karakteristike glavnih grupa beta-laktamaza (46)
*Skraćenice: Pn-penicilini, Cf-cefalosporini uskog spektra, Cf-PS-cefalosporini proširenog spektra, Kb-
karbapenemi, M-monobaktami, KK-klavulanska kiselina, EDTA-etilendiamintetrasirćetna kiselina
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1.4.2 AmpC cefalosporinaze
AmpC beta-laktamaze su klinički značajni enzimi kodirani od strane hromozomskih gena 
kod mnogih enterobakterija. Dovode do rezistencije na većinu penicilina, cefalotin, cefazolin, 
cefoksitin i inhibitore beta-laktamaza. Dobri inhibitori su kloksacilin, oksacilin, boronična 
kiselina, dok klasični inhibitori beta-laktamaza pokazuju slabije dejstvo (47,48). Hromozomski 
AmpC enzimi su inducibilni i u određenim situacijama može doći do njihove hiperprodukcije. 
Njihova prekomerna produkcija dovodi do rezistencije na cefalosporine proširenog spektra kao 
što su cefotaksim, ceftazidim i ceftriakson. Terapija beta-laktamima može da podstakne 
prekomernu produkciju AmpC cefalosporinaza (49). 
Geni koji kodiranju AmpC beta-laktamaze mogu da se jave na plazmidima. Za plazmidski 
kodirane AmpC gene se zna od 1989. godine (50). Postoji nekoliko loza mobilnih AmpC gena 
koje potiču od bakterija kod kojih se urođeno javljaju, a dele se na: Enterobacter grupu (MIR, 
ACT), Citrobacter freundii grupu (CMY-2-like, LAT, CFE), Morganella morganii grupu 
(DHA), Hafnia alvei grupu (ACC), Aeromonas grupu (CMY-1-like, FOX, MOX) i 
Acinetobacter baumannii grupu (ABA). Mogu da se jave kod vrsta koje ne poseduju 
hromozomske blaampC gene ili su oni slabo eksprimovani kao što su Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae i Proteus mirabilis. AmpC enzimi smešteni na plazmidima se najčešće 
konstitutivno ispoljavaju. Plazmidski kodirane AmpC beta-laktamaze su srodne hromozomski 
kodiranim i dovode do rezistencije na širok spektar beta-laktama. Osetljivost na cefepim, 
cefpirom i karbapeneme je očuvana. Međutim, kod izolata Klebsiella pneumoniae sa gubitkom 
porina AmpC beta-laktamaze mogu da dovedu do rezistencije na imipenem, meropenem i 
ertapenem. Takvi sojevi ostaju osetljivi na cefepim, dok su na oksiimino-cefalosporine 
rezistentni (51,52). Plazmidi koji nose gene za AmpC beta-laktamaze često nose i gene 
rezistencije na druge antimikrobne lekove kao što su aminoglikozidi, hloramfenikol, hinoloni, 
sulfonamidi, tetraciklini i trimetoprim, kao i gene za druge beta-laktamaze. Većina sojeva sa 
plazmidski kodiranim AmpC enzimima predstavlja bolničke izolate, mada se sve češće javljaju i 
u vanbolničkim uslovima. Plazmidski kodirane AmpC beta-laktamaze se ređe javljaju nego 
beta-laktamaze proširenog spektra, iako su rasprostranjene po celom svetu (48).
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1.4.3 Beta-laktamaze proširenog spektra
Prva beta-laktamaza proširenog spektra izolovana je 1983. godine u Nemačkoj iz soja 
klebsijele (53). Prve beta-laktamaze proširenog spektra bile su strukturni mutanti penicilinaza 
TEM-1, TEM-2 i SHV-1, široko rasprostranjenih među izolatima Escherichia coli i Klebsiella 
pneumoniae. Termin „beta-laktamaze proširenog-širokog spektra“ je primenjen na enzime koji su 
hidrolizovali oksiimino-cefalosporine TEM i SHV tipa, a koji su imali „proširen široki spektar“ u 
odnosu na „širok spektar“ klasičnih TEM i SHV enzima. Uskoro se reč „širok“ gubi iz termina i 
1989. godine se usvaja termin „beta-laktamaze proširenog spektra“ (eng. extended-spectrum beta 
lactamase-ESBL) (54). Beta-laktamaze proširenog spektra su enzimi koji hidrolizuju veliki broj 
supstrata uključujući većinu penicilina, cefalosporina (sa izuzetkom cefamicina) i monobaktama. 
Inhibiraju ih inhibitori beta-laktamaza kao što su klavulanska kiselina i tazobaktam (55). U 
funkcionalnoj klasifikaciji po Bušovoj su se našle u 2b grupi (odnosno u grupi 2be i 2e u kasnijim 
izmenama) a u molekulranoj klasifikaciji po Ambleru u klasi A (43). Tokom devedesetih beleži 
se sve veći broj TEM i SHV beta-laktamaza proširenog spektra u različitim delovima sveta, 
naročito u slučaju bolničkih infekcija, posebno u jedinicama intenzivne nege. Većina epidemija je 
bila uzrokovana direktnim prenosom određenih klonova sa pacijenta na pacijenta, ali se beleži i 
plazmidski prenos među različitim sojevima i vrstama. Iako se beleže epidemije izazvane 
sojevima enterobakterija kao što su Escherichia coli, Proteus mirabilis i Enterobacter aerogenes
koje produkuju beta-laktamaze proširenog spektra, daleko najčešće se izoluje Klebsiella 
pneumoniae. Krajem 90-tih počinju da se pojavljuju enzimi CTX-M tipa, koji posle 2000. godine 
postaju najčešće izolovane beta-laktamaze proširenog spektra (56).
CTX-M beta-laktamaze (CTX-M-cefotaksimaza prvi put izolovana u Minhenu) 
predstavljaju najćešće izolovane beta-laktamaze proširenog spektra u celom svetu. Prvi CTX-M 
enzim je nađen 1986. godine u Japanu kod psa korišćenog za farmakokinetska ispitivanja beta-
laktama (57). Kod ljudi enzim CTX-M je prvi put izolovan 1989. godine u kliničkom izolatu 
Escherichia coli u Nemačkoj (58). Pomenuti enzimi potiču od Kluyvera spp., gde su 
hromozomski kodirani (59). Nose naziv prema hidrolitičkom dejstvu na cefotaksim iako njihov 
spektar podrazumeva cefalosporine proširenog spektra i aztreonam. Kod enterobakterija se 
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najčešće javljaju kod Escherichia coli i Klebsiella spp. determinisani genima plazmida. Geni koji 
kodiraju CTX-M enzime se kod klinički značajnih enterobakterija uglavnom mogu naći na 
konjugabilnim plazmidima (60) iako kod nekih sojeva Proteus mirabilis, ali i povremeno kod 
drugih vrsta, mogu da se nađu integrisani na hromozomu (61,62). Sveukupno je identifikovano 
140 CTX-M enzima i svi pripadaju beta-laktamazama proširenog spektra. Postoji 6 podgrupa: 
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 i KLUC (63). Najznačajnije beta-
laktamaze sa kliničkog aspekta u podgrupi CTX-M-1 su CTX-M-15, CTX-M-3 i CTX-M-1. 
Navedena podgrupa je široko rasprostranjena po čitavom svetu, naročito po Aziji, Evropi i 
Severnoj Americi (64,65). Predstavnici ostalih podgrupa i njihova filogenetska srodnost prikazani 
su na Slici 3. 
Slika 3. Dijagram koji prikazuje srodnost među CTX-M enzimima i predstavnike različitih 
podgrupa CTX-M enzima (63)
Enzim CTX-M-15 sa visokim nivoom hidrolize ceftazidima je trenutno najčešće izolovana beta-
laktamaza proširenog spektra u celom svetu među enterobakterijama. Rasprostranjenost blaCTX-M
gena je naročito zabrinjavajuća budući da se ne javljaju samo među bolničkim sojevima, već i 
među vanbolničkim izolatima. Njihovo širenje u poslednjih 10-15 godina predstavlja jedan od 
najbržih i najznačajnijih fenomena u domenu bakterijske rezistencije (66).
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Pored „klasičnih“ beta-laktamaza proširenog spektra koje obuhvataju predstavnike enzima TEM, 
SHV i CTX-M, u beta-laktamaze proširenog spektra ubrajaju se i predstavnici OXA enzima 
(OXA-11, -14, -15, -16, -28, -31, -35 i -45), neki GES enzimi, PER i VEB (Slika 4). Beta-
laktamaze proširenog spektra kao što su BEL, BES, TLA, PME i SFO se ređe javljaju na 
ograničenim geografskim područijima (66,67).
Slika 4. Modifikovani dendrogram beta-laktamaza proširenog spektra klase A (66)
Rasprostranjenost bolničkih i vanbolničkih izolata enterobakterija koje produkuju beta-laktamaze 
proširenog spektra, odnosno imaju sposobnost hidrolizovanja skoro svih cefalosporina, beleži se 
širom sveta od 2000. godine. S obzirom na rastuću rezistenciju na cefalosporine značajno se 
povećala primena karbapenema, te je postalo neophodno održavanje njihove kliničke efikasnosti 
kao rezervnih antibiotika neophodnih za prevenciju i lečenje teških bolničkih infekcija (68). 
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1.4.4 Karbapenemaze
Rezistencija na karbapeneme među enterobakterijama je u porastu širom sveta. Geni koji 
kodiraju karbapenemaze, enzime koji degradiraju karbapeneme, nalaze se na mobilnim 
genetičkim elementima koji im omogućavaju brz prenos. Karbapenemaze kod enterobakterija se 
najčešće javljaju u bolničkim izolatima Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli (20,68). U 
klinički značajne karbapenemaze spadaju serinske beta-laktamaze klase A i D i metalo-beta-
laktamaze klase B po Ambleru. 
1.4.4.1 Molekularna klasa A karbapenemaza
Klasu A serinskih karbapenemaza čine enzimi gupe 2f po funkcionalnoj klasifikaciji. Svi 
predstavnici imaju sposobnost hidrolize penicilina, cefalosporina, karbapenema i aztreonama. 
Inhibiraju ih inhibitori beta-laktamaza kao što su klavulanska kiselina i tazobaktam. Vrednosti 
minimalnih inhibitornih koncentracija za imipenem mogu biti različite, od umereno povišenih do 
visokih, te su karbapenemaze klase A mogle biti neprepoznate u rutinskom radu (69). 
Karbapenemaze klase A mogu biti hromozomski kodirane (SME, NmcA, SFC-1, BIC-1, PenA, 
FPH-1, SHV-38), plazmidski kodirane (KPC, GES, FRI-1) ili i hromozomski i plazmidski 
kodirane (IMI) (70). 
Bakterija koja se nalazi u zemljištu, Streptomyces cattleya ima sposobnost produkcije 
tienamicina, čiji derivat je imipenem (71). Životna sredina predstavlja veliki rezervoar različitih 
gena rezistencije koji su omogućavali opstanak velikom broju bakterijskih vrsta. Prvi izolati sa 
karbapenemazama klase A detektovani su i pre nego što su karbapenemi odobreni za kliničku
primenu, te se njihova primena ne može smatrati odgovornom za evoluciju enzima klase A (72).
U glavne tipove karbapenemaza klase A spadaju IMI/NmcA, SME i KPC enzimi. Četvrti 
predstavnik predstavlja enzime GES tipa koji se svrstavaju u klasične beta-laktamaze proširenog 
spektra, s tim da pojedine varijante pokazuju slabiju ali značajnu aktivnost prema 
karbapenemima, kao što su GES-2, GES-4 i GES-5 koji se javljaju kod enterobakterija (72,73). 
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Na dendrogramu (Slika 5) je prikazano zajedničko poreklo enzima IMI/NmcA, SME, KPC i 
SFC-1 koje se značajno razlikuje od GES enzima.
Slika 5. Dendrogram dobijen na osnovu reprezentativnih prekursora klase A beta-laktamaza (72)
Enzimi SME (eng. Serratia marcescens enzyme) tipa spadaju u prve karbapenemaze 
identifikovane kod enterobakterija. Nađene su prvi put 1982. godine u 2 izolata Serratia 
marcescens u Engleskoj (74). Do sada su SME enzimi nađeni isključivo kod izolata Serratia 
marcescens. Postoje 3 varijante enzima (SME-1, -2 i -3) koji su kodirani hromozomskim 
genima i javljaju se u Velikoj Britaniji i sporadično u SAD (75). Geni blaSME nisu ubikvitarni 
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među sojevima Serratia macescens, već se javljaju samo u određenoj subpopulaciji navedene 
vrste. Enzimi IMI/NmcA (eng. imipenemase/non-metallocarbapenemase A) obuhvataju 2 
podgrupe, IMI i NmcA. Nađeni su u pojedinačnim kliničkim izolatima Enterobacter cloacae u 
Velikoj Britaniji, Sjedinjenim Američkim Državama (SAD), Francuskoj i Argentini (76,77). 
Geni blaNmcA su hromozomski. Gen blaIMI-1 i pridruženi imi-R gen su hromozomski, dok se geni 
blaIMI-2 i njihovi imi-R geni javljaju na plazmidu. Plazmidski imi-R-imi-2 genski kompleksi su 
nađeni kod izolata Enterobacter asburiae iz okoline u SAD (78) i izolata Enterobacter cloacae 
u Kini (79).
Karbapenemaze KPC (eng. Klebsiella pneumoniae carbapenemases – KPC) su trenutno 
najznačajniji enzimi klase A. Prvi put su identifikovani 1996. godine u Severnoj Karolini u 
Sjedinjenim Američkim Državama, u izolatu Klebsiella pneumoniae (80). Do sada je nađeno 11 
varijanti enzima. Zanimljivo je da KPC-1 enzim ne postoji, pošto je utvrđeno da je sekvenca 
KPC-1 i KPC-2 enzima identična, te je u upotrebi ostala oznaka KPC-2 (81). Nakon otkrića 
KPC enzima za nekoliko godina izolati Klebsiella pneumoniae sa KPC enzimima su se mogli 
naći po čitavoj teritoriji Sjedinjenih Američkih Država, Južnoj Americi, Izraelu, Kini, Grčkoj i 
drugim evropskim zemljama (82). U Evropi danas predstavljaju najzastupljenije karbapenemaze
(83). Iako su se navedeni enzimi dominantno javljali kod Klebsiella pneumoniae nađeni su i kod 
Escherichia coli, Salmonella spp., Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Klebsiella oxytoca, 
Serratia marcescens, Citrobacter freundii (82). Osim kod enterobakterija, KPC enzimi nađeni 
su i kod izolata Pseudomonas aeruginosa (84) i Pseudomonas putida (85). Geni blaKPC se 
uglavnom nalaze na velikim plazmidima koji se razlikuju po veličini i strukturi. Međutim, jedan 
specifičan klon Klebsiella pneumoniae, ST258 sa blaKPC genom se javlja širom sveta (86).
Navedeni klon je verovatno i doprineo širenju blaKPC gena. S druge strane, unutar istog 
geografskog područja mogu da se jave različiti KPC klonovi koji se razlikuju po MLST (eng. 
multilocus sequence typing-MLST-tipizacija višestrukim sekvencama) tipu, sadržaju beta-
laktamaza i veličini plazmida (10). Geni blaKPC se nalaze na transpozonu Tn3 tipa, Tn4401, koji 
poseduje gene za transpozazu (tnpA) i resolvazu (tnpR) i dve nesrodne insercione sekvence 
ISKpn6 i ISKpn7 (Slika 6) (87). 
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Slika 6. Shematski prikaz strukture transpozona Tn4401 nađenog na prirodnim plazmidima (87)
*Geni i njihovi odgovarajući smerovi transkripcije su označeni horizontalnim strelicama. Tn4401 je ograničen 
dvema invertovanim repetitivnim sekvencama (veliki trouglovi na krajevima). Mali trouglovi predstavljaju 
invertovane ponovke dve nesrodne insercione sekvence, ISKpn6 i ISKpn7. Mesto udvojavanja (TSD) Tn4401 veličine 
5bp je označeno. Tn4401a se razlikuje od Tn4401b u deleciji veličine 100bp uzvodno od gena za beta-laktamaze. 
Tn4401c se razlikuje od Tn4401b u deleciji veličine 200 bp u istom regionu kao i Tn4401a. Region sa delecijom kod 
Tn4401 je označen.
Postoje dokazi o mogućnosti in vivo transfera plazmida sa blaKPC genima između dve vrste 
enterobakterija (88). Međutim, plazmidi se ne mogu preneti sa Klebsiella pneumoniae na 
Pseudomonas aeruginosa, što horizontalni prenos između navedenih vrsta čini prilično teškim. S 
obzirom na svojstva transpozicije, Tn4401 se može naći na velikom broju plazmida kod različitih 
vrsta sa kojih bi prenos bio moguć na Pseudomonas aeruginosa ili čak na Acinetobacter 
baumannii (87). Plazmidi koji nose blaKPC gene uglavnom nose i druge determinante rezistencije 
na aminoglikozide (rmtB), fluorohinolone (QnrA i QnrB) i druge beta-laktame (82). 
Pored opisane 4 glavne grupe karbapenemaza klase A, značajno je pomenuti enzim FRI-1 
(eng. French imipenemase) nađen 2015. godine u Francuskoj kod izolata Enterobacter cloacae iz 
urina pacijenta lečenog u Švajcarskoj (Slika 7). Enzim je plazmidski kodiran i pokazuje drugačiji 
hidrolizni profil u odnosu na KPC enzime (89).
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Slika 7. Dendrogram dobijen na osnovu reprezentativnih prekursora klase A beta-laktamaza sa 
FRI-1 enzimom (89)
1.4.4.2 Molekularna klasa B karbapenemaza
Metalo-beta-laktamaze predstavljaju klasu B po Ambleru i pripadaju funkcionalnoj grupi 
3. Razlikuju se po mehanizmu delovanja u odnosu na ostale beta-laktamaze koje poseduju serin 
na aktivnom mestu. Jon metala na aktivnom mestu dovodi do smanjenja njihove osetljivosti na 
beta-laktamske inhibitore i omogućava im hidrolizu širokog spektra beta-laktamskih antibiotika, 
pa pored penicilina i cefalosporina obuhvata i karbapeneme, sa izuzetkom monobaktama. 
Inhibitori beta-laktamaza poput klavulanske kiseline, tazobaktama ili sulbaktama na njih ne 
deluju ali ih EDTA i slični helatorni agensi inhibiraju (90). 
Na molekularnom nivou metalo-beta-laktamaze predstavljaju različite grupe proteina te je 
klasifikacija i standardizacija njihove strukture veoma zahtevna. Klasa B je podeljenja na 3 
potklase na osnovu strukturnih osobina, afiniteta cinkovog jona za dva vezujuća mesta i 
karakteristika hidrolize. Potklase B1 i B3 su podeljene na osnovu homologije aminokiselina, 
vezuju dva cinkova atoma za optimalnu hidrolizu, dok su enzimi potklase B2 inhibirani kada se 
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veže drugi cinkov atom. Subklasa B2 pretežno hidrolizuje karbapeneme, za razliku od B1 i B3 
podgrupe koje pokazuju širi spektar (90,91). Predstavnici podgrupa su prikazani u Tabeli 1.
Tabela 1. Podgrupe klase B metalo-beta-laktamaza sa najčešćim predstavnicima  (33,91)
Podgrupa Metalo-beta-laktamaze Supstrat
B1
BcII, CcrA, IMP-1, VIM-1, VIM-2, 
VIM-4, VIM-7, BlaB, NDM-1, SPM-1, 
GIM-1, SIM-1, DIM-1, TMB-1, Bla2, 
KHM-1
Pencilini, cefalosporini, 
karbapenemi
B2 CphA, SFH-1, ImiS, AsbM1 Karbapenemi 
B3
L1, FEZ-1, BJP-1, AIM-1, THIN-B, 
GOB-1, CAU-1, CAR-1, SMB-1, POM-
1 CRB11
Pencilini, cefalosporini, 
karbapenemi
Prvi izolat sa dokazanim metalo-beta-laktamazama je bio Bacillus cereus 1966. godine 
(92). Potom slede izolati bakterija spoljašnje sredine i oportunista kao što su Stenotrophomonas 
maltophilia i Aeromonas spp. kod kojih su metalo-beta-laktamaze urođene, a kodiraju ih 
hromozomski geni (93,94).
Najznačajnije porodice stečenih metalo-beta-laktamaza su VIM, IMP i NDM. Enzim 
KHM-1 je nađen u izolatu Citrobacter freundii u Japanu i retko se javlja (95). Enzim GIM-1 
(eng. German imipenemase) je prvi put nađen u izolatu Pseudomonas aeruginosa u Nemačkoj 
(96). Od tada se javlja među izolatima Pseudomonas aeruginosa ali i kod Serratia marcescens, 
Enterobacter cloacae i Acinetobacter pittii (97). Zabrinjavajuća je pojava GIM-1 među drugim 
vrstama enterobakterija kao što su Escherichia coli, Citrobacter freundii i Klebsiella oxytoca u 
poslednje vreme samo u Nemačkoj (98). SPM-1, SIM-1, DIM-1, TMB-1 i AIM-1 do sada nisu 
nađeni među enterobakterijama, a mogu se naći kod izolata pseudomonasa ili acinetobaktera 
(10,33).
Prva stečena metalo-beta-laktamaza, enzim IMP-1, je izolovana 1988. godine u Japanu iz 
kliničkog izolata Pseudomonas aeruginosa rezistentnog na karbapeneme (99). Tri godine kasnije 
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gen za isti enzim nađen je kod Serratia marcescens izolovane iz urina u bolnici u Japanu (100). 
Danas postoji 48 varijanti IMP enzima koji se mogu naći u izolatima enterobakterija, 
pseudomonasa i acinetobaktera u celom svetu, a najčešće u Japanu, Tajvanu i Kini (97). Smatra 
se da je selekcija gena koja kodira IMP nastala usled opsežne primene imipenema u Japanu. 
Analizom genetičkog okruženja blaIMP gena dokazano je da se oni najčešće prenose integronima 
klase 1. Geni blaIMP su često udruženi sa jednim ili više gena rezistencije kao što su geni 
rezistencije na aminoglikozide (aacA4, aacA1 i aadB), hloramfenikol (catB) i beta-laktamaze
klase D (blaOXA). Koegzistencija različitih gena rezistencije na integronu ne podrazumeva uvek 
koekspresiju svih gena. Upotreba antibiotika može da dovede do promene u ekspresiji određenih 
gena (101). 
VIM-1 (eng. Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase) enzim je prvi put nađen u 
Italiji 1997. godine (102). Nedugo potom se opisuje VIM-2 u izolatu Pseudomonas aeruginosa u 
Francuskoj (103). Trenutno postoji 41 varijanta VIM enzima koji se uglavnom nalaze kod izolata 
Pseudomonas aeruginosa, ređe i kod enterobakterija. Geni takođe odgovaraju genskim kasetama 
unutar integrona klase 1 (104). VIM-2 enzim je najčešća metalo-beta-laktamaza u svetu sa 
endemskim javljanjem u južnoj Evropi, Jugoistočnoj Aziji i sporadičnim epidemijama u Africi i 
nekim evropskim zemljama (97,104). Grčka predstavlja endemsko područje za enterobakterije 
koje produkuju VIM-1. Iako se najčešće javlja kod izolata Klebsiella pneumoniae, VIM-1 se
detektuje i kod Escherichia coli, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Serratia spp. i 
Klebsiella oxytoca (105,106).
NDM (eng. New Delhi metallo-beta-lactamase) enzimi predstavljaju klinički izuzetno 
značajne karbapenemaze. NDM-1 karbapenemaza je prvi put identifikovana u Švedskoj 2008. 
godine iz izolata Klebsiella pneuomoniae i Escherichia coli kod pacijeta prethodno lečenog u Nju 
Delhiju u Indiji. Enzim NDM-1 se strukturno značajno razlikuje od drugih metalo-beta 
laktamaza, najsrodniji je VIM-1/VIM-2 karbapenemazama sa sličnošću od 32,4% (107). Do sada 
je otkriveno 12 varijanti enzima, od kojih je 8 publikovanih, a većina potiče iz Azije. Većina 
bakterija sa enzimom NDM-1 nosi blaNDM-1 gen na konjugabilnim plazmidima, i najčešće se
nalazi kod Klebsiella pneuomoniae, Escherichia coli, ali i kod Klebsiella oxytoca, Citrobacter 
freundii, Enterobacter cloaceae, Morganella morganii, Proteus spp i Providencia spp. Gen 
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blaNDM nije povezan ni sa jednim klonom, vrstom ili plazmidom, a može se naći kod nesrodnih 
Gram-negativnih vrsta, uglavnom enterobakterija, na različitim tipovima plazmida (108). 
Dokazana je jaka veza između blaNDM-1 gena i bleMBL koji kodira bleomicin-protein 
rezistencije. Utvrđeno je da se geni nalaze unutar istog operona i zajedno eksprimiraju pod 
kontrolom istog promotera. Postoji mogućnost da su NDM-1 karbapenemaze podlegle selekciji 
usled prisustva proteina sličnih bleomicinu od strane bakterija iz životne sredine kao što su 
bakterije Streptomyces spp. Sojevi koji produkuju bleomicin rezistentne-proteine su mogli da 
opstanu usled selekcije molekulima sličnim bleomicinu koji se prirodno proizvode (109). Širenje 
blaNDM gena ne može da se dovede u vezu sa širenjem određene genetičke strukture. 
Karakteristično je jedino da je blaNDM gen u vezi sa ostatkom insercione sekvence ISAba125
nađene kod Acinetobacter baumannii. Aktuelna hipoteza o poreklu blaNDM je da se blaNDM gen 
prvo integrisao u hromozom Acinetobacter baumannii sa nepoznate bakterijske vrste iz životne 
sredine i da je potom plazmidima prenet na enterobakterije. Kandidati za progenitore blaNDM gena 
su ili Gram-pozitivne vrste slične Streptomyces rodu ili Gram-negativne vrste slične 
Stenotrophomonas rodu (10).
Svi sojevi koji produkuju NDM mogu da eksprimuju mnoge druge gene rezistencije kao 
što su geni koji kodiraju AmpC cefalosporinaze, beta-laktamaze proširenog spektra, druge 
karbapenemaze, rezistenciju na aminoglikozide (16S RNK metilaze), makrolide (esteraze), 
fluorohinole (Qnr), rifampicin (rifampicin-modifikujuće enzime), sulfametoksazol i 
hloramfenikol (108,110). Glavni rezervoar enterobakterija koje produkuju NDM je indijski 
potkontinent (Indija, Pakistan, Šri Lanka) (111). Sojevi koji produkuju NDM su nađeni ne samo 
kod pacijenata u navedenom geografskom području već i u zemljištu (112). Značajno širenje 
sojeva sa NDM produkcijom se beleži u Velikoj Britaniji, a javljaju se praktično u celom svetu, u 
brojim zemljama Azije, Afrike, Australije, Amerike i Evrope (113). Balkan, Bliski Istok i 
severnoafričke zemlje potencijalno predstavljaju sekundarni rezervoar sojeva koji produkuju 
NDM metalo-beta-laktamaze, što potvrđuje i činjenica da identifikacija bakterija koje produkuju 
NDM nije uvek u vezi sa indijskim potkontinentom (97).
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1.4.4.3 Molekularna klasa D karbapenemaza
Na prve predstavnike klase D karbapenemaza se odnosio naziv „oksacilinaze“ zbog 
znatno brže hidrolize izoksazolilpenicilin oksacilina u odnosu na „klasične“ penciline, kao što je 
benzilpenicilin (114). Oznaka „OXA“ klase D beta-laktamaza se izvodi iz naziva pomenutog 
supstrata. Postoji više od 350 predstavnika klase D od kojih nekolicina pokazuje hidroliznu 
aktivnost u odnosu na karbapeneme (81). Karbapenem-hidrolizujući OXA enzimi pokazuju 
slabiju hidroliznu aktivnost u odnosu na ostale klase karbapenemaza i ne hidrolizuju 
cefalosporine proširenog spektra. Klasični inhibitori beta-laktamaza kao što su klavulanska 
kiselina, tazobaktam i sulbaktam na njih najčešće ne deluju inhibitorno. U in vitro uslovima 
inhibitorno dejstvo pokazuje natrijum-hlorid (115). 
Oksacilinaze se mogu klasifikovati u nekoliko podgrupa. Njihova filogenetska srodnost je 
prikazana na Slici 8. Enzimi koji pripadaju OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-51, OXA-58 i 
OXA-143 podgrupama imaju najveći klinički značaj usled njihove rasprostranjenosti među 
bakterijskim patogenima. Enzimi OXA-48 se najčešće javljaju među izolatima Klebsiella
pneumoniae ali i među drugim enterobakterijama, dok se ostale karbapenemaze klase D 
uglavnom javljaju kod različitih vrsta acinetobaktera, najčešće kod izolata Acinetobacter 
baumannii (116).
Iako progenitori za najčešće gene koji kodiraju karbapenemaze nisu poznati, poreklo 
karbapenemaza klase D se dovodi u vezu sa rodom Shewanella koji se može naći u vodenoj 
sredini. Gen blaOXA-54 koji se javlja kod Shewanella oneidensis pokazuje srodnost od preko 92% u 
odnosu na blaOXA-48. Shewanella xiamenensis se smatra progenitorom za blaOXA-181, sa 
identičnom sekvencom nađenom na hromozomu navedene bakterije. Ako se nađu na mobilnim 
genetičkim elementima, ovi hromozomski geni mogu da dovedu do rezistencije na karbapeneme 
kod enterobakterija. 
Enzim OXA-48 prvi put je nađen kod izolata Klebsiella pneumoniae 2003. godine u 
Turskoj (117). Od tada se beleže bolničke epidemije u Turskoj, Južnoj Evropi i Africi. Osim kod 
izolata Klebsiella pneumoniae OXA-48 se javlja i kod drugih enterobakterija kao što je 
Escherichia coli i Enterobacter cloacae (82). Plazmid veličine 62 kb je glavni izvor blaOXA-48 
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gena i uglavnom ne poseduje druge gene rezistencije (118). Gen blaOXA-48 je ograničen sa dve 
insercione sekvence IS1999 i tako formira funkcionalni kompozitni transpozon.
Postoje varijante enzima OXA-48 sa istim hidroliznim spektrom koje se razlikuju u samo 
nekoliko aminokiselina i najčešće se označavaju kao OXA-48-like enzimi. Takav je enzim OXA-
162 nađen je u Turskoj, a razlikuje se od OXA-48 samo u jednoj aminokiselini. Varijanta OXA-
163 nađena je među izolatima u Argentini. Enzim OXA-181 je nađen kod enterobakterija u Indiji 
ili kod pacijenata koji su u vezi sa indijskim potkontinentom. Gen blaOXA-181 se javlja u potpuno 
drugačijem genetičkom kontekstu u odnosu na blaOXA-48, na plazmidu veličine 7 kb zajedno sa 
insercionom sekvencom ISEcp1. Osim kod Klebsiella pneumoniae nađen je i kod Citrobacter 
freundii, Providencia rettgeri i Escherichia coli. Enzim OXA-204 se razlikuje od OXA-48 u 2 
aminokiseline, a nađen je među izolatima Klebsiella pneumoniae u Alžiru i Tunisu. OXA-232 
enzim je nastao tačkastom mutacijom OXA-181, a razlikuje se od OXA-48 u 5 aminokiselina
(117,119). Pored navedenih, u varijante OXA-48 enzima, spadaju i OXA-48b, OXA-54, OXA-
199, OXA-242 i OXA-247 (120).
Slika 8. Dendrogram prekursora OXA karbapenemaza (114)
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1.5 ULOGA PORINA U NASTANKU REZISTENCIJE NA KARBAPENEME
KOD ENTEROBAKTERIJA
Kod Gram-negativnih bakterija se opisuju različiti tipovi porina koji se klasifikuju u 
odnosu na njihovu aktivnost (nespecifičan ili specifičan kanal), funkcionalnu strukturu 
(monomernu ili trimernu) i regulaciju i ekspresiju. Klasičnim porinima se smatraju proteini 
spoljašnje membrane (OMP). Kod predstavnika rodova Citrobacter, Enterobacter, Escherichia
i Klebsiella osetljivost na beta-laktame je tesno povezana sa prisustvom nespecifičnih porina 
koji pripadaju grupama OmpC i OmpF. Kod rezistentnih izolata može da se uoči: promena u 
tipu porina koji se eksprimuje, smanjena ekspresija porina ili prisustvo izmenjenog porina. 
Ovakvi sojevi se javljaju tokom primene antimikrobne terapije kod pacijenta. Kod njih se 
uočava smanjena osetljivost na cefalosporine i karbapeneme. Sojevi sa izmenjenim porinima 
često poseduju beta-laktamaze te pokazuju visok stepen rezistencije na beta-laktamske 
antibiotike (121). 
Kod Klebsiella pneumoniae se najčešće uočava izmena porina OmpK35 porinom 
OmpK36. Porin OmpK35 pripada OmpF grupi porina i poseduje veliki kanal, a porin OmpK36 
pripada OmpC grupi i poseduje manji kanal. Osetljivost na beta-laktame, kao što su cefotetan, 
cefepim, cefotaksim i cefpirom kod sojeva koji poseduju OmpK35 porin je 4 do 8 puta veća u 
odnosu na one koji eksprimuju porin OmpK36 (122). Kontinuirana izloženost subinhibitornim 
dozama antibiotika dovodi do sve veće redukcije unosa leka. Potpuna nepropustljivost beta-
laktama se postiže potpunim gubitkom OmpC porina kod rezistentnih izolata kao krajnja mera u 
adaptivnom odgovoru. Gubitkom OmpC porina značajno se smanjuje i unos hranljivih materija, 
ali se omogućava opstanak bakterijskoj ćeliji u uslovima stalne izloženosti antibioticima (121). 
Rezistencija na ertapenem nastala usled gubitka porina u kombinaciji sa povećanom 
ekspresijom beta-laktamaza je dokazana kod kliničkih izolata Klebsiella pneumoniae i 
Enterobacter spp. bez detektovanih karbapenemaza (46). Povećanom upotrebom antimikrobnih 
lekova naročito karbapenema, koji su dizajnirani da odolevanju enzimskoj destrukciji, bakterije 
pronalaze nove načine kako da smanje intracelularno nakupljanje leka. Mutacije kod porina 
OmpC i Omp36 nađene kod kliničkih izolata nakon primene antimikrobne terapije primeri su 
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direktne in vivo selekcije funkcionalnih mutacija gena koji kodiraju porine kod enterobakterija 
(121).
1.6 ULOGA EFLUKS PUMPI U NASTANKU REZISTENCIJE NA 
KARBAPENEME KOD ENTEROBAKTERIJA
Efluks ili energetski zavistan transport antimikrobnih lekova iz bakterijske ćelije opisan je 
prvi put 1980. godine i predstavlja izuzetno važan mehanizam rezistencije (123). Svi 
mikroorganizmi u sklopu svojih fizioloških procesa poseduju efluks pumpe koje mogu
učestovati u nastanku rezistencije, s tim da im je klinički značaj često mali osim kada su 
udruženi sa drugim mehanizmima rezistencije (1). Geni koji kodiraju efluks pumpe se normalno 
nalaze na bakterijskom hromozomu i mogu da dovedu do nastanka multirezistentnog fenotipa 
bakterije i bez sticanja gena rezistencije. Aktivacija gena za efluks pumpe mutacijom i 
indukcijom koju uzrokuje u najvećoj meri selektivni pritisak usled primene antibiotika rezultuje 
u prekomernoj ekspresiji efluks pumpi. Bakterijski efluks sistemi značajni za prenos antibiotika 
se dele u 5 velikih porodica (123). Među najbolje proučenim su efluks pumpe koje pripadaju 
grupi RND (eng. resistance-nodulation-division) kojoj pripada AcrAB/TolC a mogu se naći kod 
različitih Gram-negativnih bakterija kao što su Escherichia coli, Klebsiella spp. ali i drugih
enterobakterija. Efluks mehanizmi su često udruženi sa modifikacijom propustljivosti spoljašnje 
membrane usled gubitka glavnih porina što značajno doprinosi efikasnosti RND efluks pumpe 
(124). Iako postoje navodi da su penicilini, naročito ampicilin i kloksacilin (125) ali i 
cefalosporini dobri supstrati AcrAB/TolC efluks pumpe u novijim istraživanjima njihova uloga 
u promeni osetljivosti na beta-laktame kod Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae nije 
dokazana (126). Selektovanjem sojeva kod kojih se eksprimuje multipli efluks može doći do
razvoja rezistencije na različite klase antibiotika, iako sam efluks ne može direktno da dovede 
do rezistencije na beta-laktame, pa samim tim ni na karbapeneme (127).
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1.7 DETEKCIJA KARBAPENEMAZA
Detekcija sojeva koji produkuju karbapenemaze nije moguća samo na osnovu profila 
rezistencije izolata, s obzirom da minimalne inhibitorne koncentracije karbapenema mogu biti u 
referentnom opsegu. Sa druge strane, rezistencija na karbapeneme može biti uzrokovana drugim 
mehanizmima kao što je smanjena propustljivost ovojnice uz prekomernu produkciju AmpC 
cefalosporinaza ili beta-laktamaza proširenog spektra (128,129). Stoga bi svaki izolat sa 
smanjenom osetljivošću na karbapeneme trebalo ispitati na prisustvo karbapenemaza kako bi se 
sprečilo njihovo širenje. Detekcija karbapenemaza može da se zasniva na fenotipskim i 
genotipskim metodama. 
1.7.1 Fenotipska detekcija karbapenemaza
Među brojnim fenotipskim testovima koji mogu da ukažu na prisustvo karbapenemaza, 
postoji šest metoda za fenotipsko ispitivanje prisustva karbapenemaza koje većina 
mikrobioloških laboratorija u svetu postepeno usvaja i koje su evaluirane u nekoliko
multicentričnih studija: 1) modifikovani Hodžov test, 2) test sinergizma sa diskovima inhibitora, 
3) hromogene i nehromogene podloge za skrining, 4) biohemijski testovi, 5) spektrofotometrija 
i 6) MALDI-TOF (eng. matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass 
spectrometry-matricom potpomognuta laserska desorpcija/jonizacija-vreme preleta) (130).
1.7.1.1 Testovi za skrining na prisustvo karbapenemaza
Hromogene i nehromogene podloge 
U osnovi podloge postoji hromogen koji predstavlja supstrat za enzim specifičan za vrstu 
i dolazi do promene boje usled degradacije sa ciljem identifikacije određene vrste 
enterobakterija. Različite boje kolonija ukazuju na određenu vrstu ili rod bakterija (131). 
Korišćenje hromogenih podloga za skrining počelo je sa izolatima koji produkuju beta-
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laktamaze proširenog spektra, a zatim su razvijene i za enterobakterije neosetljive na 
karbapeneme. Postoje i nehromogene podloge za detekciju enterobakterija koje produkuju 
karbapenemaze, pored karbapenema u sebi sadrže i inhibitore AmpC cefalosporinaza sa ciljem 
eliminacije enterobakterija koje ne produkuju karbapenemaze a rezistentne su na karbapeneme 
(132). Podloge za skrining na prisustvo karbapenemaza se značajno razlikuju u mogućnosti 
detekcije različitih karbapenemaza, a najčešće ne mogu da utvrde prisustvo OXA-48 enzima. 
Takođe, uglavnom ne dolazi do potpune inhibicije rasta enterobakterija koje ne produkuju 
karbapenemaze a rezistentne su na karbapeneme, što daje veliki broj lažno pozitivnih rezultata. 
Mogućnost prikazivanja lažno negativnih rezultata predstavlja činjenica da neki geni koji 
kodiraju karbapenemaze mogu biti slabo eksprimovani ili neeksprimovani. Zbog svega 
navedenog, nakon korišćenja podloga za skrining na prisustvo karbapenemaza neophodno je 
uraditi i genotipske testove što značajno povećava troškove i vreme analize (133,134). 
1.7.1.2 Testovi za detekciju prisustva karbapenemaza
1) Modifikovani Hodžov test
Modifikovani Hodžov test se bazira na inaktivaciji karbapenema od strane izolata koji 
produkuje karbapenemaze što omogućava izolatu osetljivom na karbapeneme koji služi kao 
indikator širenje rasta prema disku koji sadrži karbapenem, a duž linije zasejavanja testiranog 
izolata. Evidentiran je veliki broj lažno pozitivnih rezultata i loša detekcija NDM enzima (135)
te modifikovani Hodžov test ne bi trebalo koristiti za konačnu potvrdu produkcije 
karbapenemaza (130).
2) Test sinergizma sa diskovima inhibitora
Inhibitorno delovanje EDTA na metalo-beta laktamaze dovelo je do nastanka prvih 
testova u kombinaciji sa imipenemom za dokazivanje karbapenemaza klase B (136). Imipenem 
je zamenjen meropenemom koji se bolje pokazao i prepuručena je njegova primena zajedno sa 
EDTA u detekciji metalo-beta laktamaza (137). Za detekciju klase A kao inhibitor najbolje se 
pokazala boronična kiselina i njeni derivati, iako je sam mehanizam inhibicije još uvek 
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nepoznat (138). Razvijen je test u kom se koriste oba inhibitora (EDTA i boronična kiselina) 
zajedno sa diskom meropenema od 10 µg te se na jednoj hranljivoj podlozi mogu detektovati 
karbapenemaze i razlučiti da li pripadaju klasi A ili B. Razlika od ≥5mm u zonama inhibicije 
između diska meropenema i diska meropenema sa inhibitorom se smatra pozitivnim rezultatom, 
a vrsta inhibitora određuje klasu A ili B karbapenemaza (139). Uz dodatak kloksacilina kao 
inhibitora AmpC cefalosporinaza i klavulanske kiseline za inhibiciju beta-laktamaza proširenog 
spektra, bilo je moguće razlikovati karbapenemaze klase A i B od cefalosporinaza AmpC tipa i 
beta-laktamaza proširenog spektra koje uz gubitak porina mogu dovesti do rezistencije na 
karbapeneme (140). Za klasu D karbapenemaza, za koju ne postoji specifičan inhibitor,
predložen je temocilin, koji uspešno detektuje OXA-48-like enzime ali samo one koji pokazuju
značajnu aktivnost u odnosu na karbapeneme (128). Postoje komercijalno dostupni inhibitorni 
disk-testovi sinergizma koji se mogu naći u preporukama američkog i evropskog standarda.
Navedeni testovi su jednostavni, jeftini i prilično efikasni u detekciji karbapenemaza, pa su 
prilično zastupljeni u kliničkim mikrobiološkim laboratorijama. Osnovna mana testa je 
neophodno vreme inkubacije od 18h što značajno produžava izveštavanje. Kao i kod ostalih 
testova mogući su lažno negativni rezultati kod neeksprimovanih ili slabo eksprimovanih gena 
(130).
3) Biohemijski testovi
Biohemijski testovi se zasnivaju na hidrolizi imipenema što dovodi do promene pH 
sredine i posledične promene boje indikatora fenol crvenog iz crvene u žutu. Za detekciju 
karbapenemaza kod enterobakterija razvijen je Carba NP I test od strane Nordmana i kolega.
Test koji dalje diferencira klasu A od klase B se zove Carba NP II. Testovi koji su pozitivni 
prilikom primene Carba NP I testa, a negativni na Carba NP II test ukazuju na prisustvo 
karbapenemaza klase D (141). Ista grupa autora razvila je biohemijski test za detekciju 
karbapenemaza kod Acinetobacter spp. (142). Biohemijski testovi su komercijalno dostupni, ali 
postoje i „in house“ varijante. Zbog relativno niske cene, jednostavnosti i brzine dostupnosti 
rezultata (2-3h) biohemijski testovi se sve češće koriste u kliničkim mikrobiološkim 
laboratorijama. Pomoću njih mogu da se razluče izolati koji produkuju karbapenemaze u odnosu 
na izolate sa prekomernom produkcijom AmpC cefalosporinaza i beta-laktamaza proširenog 
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spektra sa smanjenom propustljivošću membrane. Nedostatak testova je što ne mogu da odrede 
tip karbapenemaza, naročito kod izolata koji poseduju više enzima. Nisu efikasni ni kod izolata 
sa niskom hidroliznom aktivnošću prema karbapenemima (130).
4) Spektrofotometrija
Spektrofotometrija je našla primenu u detekciji i diferencijaciji karbapenemaza kod 
Gram-negativnih bacila korišćenjem imipenema kao supstrata. Apsorbanca po minutu za 
imipenem se poredi sa apsorbancom imipenema i bakterijskog ekstrakta (143). Navedena
metoda je pouzdana u detekciji VIM, IMP i SIM karbapenemaza, dok je manje pouzdana u 
detekciji NDM enzima i karbapenemaza iz klase D (142).
5) MALDI-TOF masena spektrometrija
MALDI-TOF masena spektrometrija je proteomička metoda koja može indirektno da
identifikuje gene rezistencije preko eksprimovanih proteina ili enzima (133,144). U razvijenim 
zemljama nalazi sve veću primenu u kliničkim mikrobiološkim laboratorijama u identifikaciji 
bakterijskih vrsta i podvrsta, ali i gena rezistencije. Karbapenemaze se određuju tako što se 
nakon inkubacije karbapenema sa ekstrahovanim bakterijskim proteinima, beleži odnos naboja i 
mase jonizovanog karbapenema i njegovih degradacionih produkata i formira spektar 
karbapenema i njegovih produkata. Na taj način se identifikuje tip i varijanta karbapenemaza sa 
senzitivnošću i specifičnošću od 100% za većinu Gram-negativnih bacila (145). MALDI-TOF 
masena spektrometrija u kombinaciji sa PCR (lančana reakcija polimeraze) se smatra 
naprednom i brzom metodom za identifikaciju gena rezistencije koja će doprineti boljoj 
kliničkoj primeni antibiotika (146). Najveći nedostatak je cena aparata, te većina laboratorija 
nije u mogućnosti da ga priušti (133). Uprkos brojnim prednostima apart ne može da detektuje 
nepoznate gene rezistencije (130).
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1.7.2 Genotipska detekcija karbapenemaza
Među genotipskim metodama značajno mesto ima PCR tehnologija. Pored simpleks PCR 
u upotrebi je i multipleks PCR u kojem se koriste setovi multiplih prajmera za istovremenu 
detekciju nekoliko gena što zahteva korišćenje visoko specifičnih prajmera koji se neće
uzajamno vezati. Uslovi reakcije moraju biti odgovarajući za sve prajmere, a veličina produkta 
se mora razlikovati zbog bolje uočljivosti i identifikacije (147). Klasičan PCR sa gel 
eletroforezom u sve većoj meri zamenjuje PCR u realnom vremenu (qPCR) pomoću kojeg je 
moguće simultano detektovati i kvantifikovati gene korišćenjem fluorescentnih proba ili boja. 
Rezultati se na ekranu prikazuju grafički kao intenzitet fluorescencije u odnosu na temperature 
topljenja što se koristi u analizi krive topljenja. Geni poseduju jedinstvene krive topljenja koje 
se koriste za njihovu identifikaciju u realnom vremenu bez potrebe za elektroforezom (148).
Postoje brojni “in house” testovi i komercijalno dostupni kitovi za detekciju gena koji kodiraju 
karbapenemaze (130).
U upotrebi su i mikroarej testovi za identifikaciju vrste, karbapenemaza, beta-laktamaza 
uskog i proširenog spektra u jednoj reakciji (149). Razvijaju se i mikroarej testovi za 
određivanja karbapenemaza direktno iz krvi (150).
Za određivanje karbapenemaza direktno iz uzorka razvijaju se eseji koji se baziraju na 
izotermalnoj amplifikaciji posredovanoj “petljom” (LAMP). Esej je jeftin, jednostavan, rezultati 
su dostupni za sat vremena i pokazuje veću senzitivnost za DNK u kliničkim uzorcima u odnosu 
na PCR (151).
U najsavremenije metode koje se koriste i za određivanje karbapenemaza spada
sekvenciranje sledeće generacije (eng. next generation sequencing) pomoću koje se kroz 
sekvenciranje celog bakterijskog genoma dobijaju informacije o tipu karbapenemaza, 
genetskom okruženju i mobilnim genetičkim elementima (integroni, transpozoni i plazmidi) u 
samo jednoj reakciji. Navedena tehnologija obezbeđuje informacije o identifikaciji vrste, tipu 
soja i podatke o celokupnom rezistomu i virulomu izolata, odnosno sveobuhvatan molekularni 
pregled ispitivanog izolata (152). 
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Većina mikrobioloških laboratorija se oslanja na fenotipske testove za detekciju 
karbapenemaza. Savremene metode koje zahtevaju skupu opremu i obučen kadar kao što su 
MALDI-TOF masena spektrometrija, mikroareji, LAMP i qPCR služe za dalje ispitivanje 
izolata koji produkuju karbapenemaze u referentnim laboratorijama. Sekvenciranje celog 
genoma može da se koristi u složenim epidemiološkim i molekularnim istraživanjima. 
Rezistencija na karbapeneme je uočena među kliničkim izolatima enterobakterija i u našoj 
zemlji. Međutim, ne postoje publikovani podaci o mehanizmima rezistencije na karbapeneme u 
zdravstvenim ustanovama ni na regionalnom ni na državnom nivou. Ne postoje nacionalni 
podaci o vrsti karbapenemaza prisutnih u kliničkim izolatima enterobakterija rezistentnih na 
karbapeneme. U literaturi se mogu naći samo prikazi slučajeva uglavnom pacijenata prethodno 
lečenih u Srbiji sa pojedinačnim izolatima kod kojih je dokazana produkcija karbapenemaza 
(153–155).
Detekciju karbapenemaza nije moguće izvršiti na osnovu standardnih mikrobioloških 
tehnika koje se koriste u rutinskom radu. U Srbiji je mikrobiološkim laboratorijama na 
raspolaganju ograničen broj fenotipskih testova za skrining i detekciju karbapenemaza. Od 
genotipskih metoda PCR tehnologija za detekciju karbapenemaza je postala dostupna u 
Nacionalnoj referentnoj laboratoriji za registrovanje i praćenje rezistencije bakterijskih sojeva 
na antimikrobna sredstva tokom izrade ove disertacije. Stoga je neophodno ispitati 
multirezistentne izolate naročito sa smanjenom osetljivošću na karbapeneme na prisustvo 
karbapenemaza i razjasniti mehanizam rezistencije na karbapeneme među kliničkim izolatima 
najznačajnijih enterobakterija sa aspekta rezistencije, Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae.
Time bi se došlo do boljeg shvatanja epidemiologije rezistencije na karbapeneme u Srbiji u 
odnosu na susedne zemlje, kao i u odnosu na druge regione u Evropi i svetu. Analizom 
rezistencije multirezistentih izolata sa dokazanom produkcijom karbapenemaza sa našeg 
podneblja došlo bi se do saznanja koja bi doprinela uspostavljanju efikasnijeg terapijskog
režima kod pacijenata sa infekcijama izazvanim takvim bakterijskim sojevima.
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2 CILJEVI ISTRAŽIVANJA
1. Utvrditi postojanje rezistencije na karbapeneme kod multirezistentnih Escherichia 
coli i Klebsiella pneumoniae izolovanih iz klinički značajnih uzoraka
2. Dokazati produkciju karbapenemaza korišćenjem fenotipskih testova kod 
multirezistentnih Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae izolovanih iz klinički 
značajnih uzoraka
3. Molekularnim metodama ispitati izolate sa fenotipski dokazanim karbapenemazama 
kod multirezistentnih sojeva Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae
4. Analizirati rezistenciju na ispitivane antibiotike kod izolata Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae sa molekularno dokazanim karbapenemazama 
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3 RADNE HIPOTEZE
Na osnovu definisanih ciljeva istraživanja postavljene su sledeće hipoteze: 
1. Rezistencija na karbapeneme značajno češće je prisutna kod izolata Klebsiella 
pneumoniae u odnosu na Escherichia coli izolovanih iz klinički značajnih uzoraka
2. Fenotipskim testovima utvrđuje se prisustvo karbapenemaza kod 90% izolata rezistentnih 
na bar jedan karbapenem
3. Među fenotipski dokazanim karbapenemazama geni rezistencije koji pripadaju KPC
(Klebsiella pneumoniae karbapenemaze), VIM (Verona-integronom kodirana metalo-
beta-laktamaza), NDM (Nju Delhi metalo-beta-laktamaza) ili OXA-48-like (oksacilinaze 
48) tipu se nalaze u više od 90% izolata
4. Izolati sa dokazanim karbapenemazama pokazuju rezistenciju na veći broj antibiotika u 
odnosu na izolate koji ne produkuju karbapenemaze
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4 MATERIJAL I METODE
Istraživanje je sprovedeno u periodu 01.11.2013. do 01.11.2014. godine u Centru za 
mikrobiologiju Instituta za javno zdravlje Vojvodine u Novom Sadu.
Istraživanje je planirano kao prospektivna studija.
U istraživanje je uključeno 300 multirezistentnih primoizolata Escherichia coli i
Klebsiella pneumoniae konsekutivno izolovanih iz klinički značajnih uzoraka hospitalizovanih 
pacijenata. Klinički značajni uzorci podrazumevaju krv, punktat, sekret iz donjeg respiratornog 
trakta, urin i sekret rana. 
Sojevi korišćeni u istraživanju obuhvataju:
1. izolate koji potiču iz kliničkog materijala poslatog na bakteriološki pregled u Centar 
za mikrobiologiju Instituta za javno zdravlje Vojvodine i Centar za mikrobiologiju, 
imunologiju i virusologiju, Instituta za plućne bolesti Vojvodine, jedine dve 
laboratorije u koje pristiže klinički materijal hospitalizovanih pacijenata sa teritorije 
grada Novog Sada iz Kliničkog centra Vojvodine, Instituta za zdravstvenu zaštitu dece 
i omladine, Instituta za plućne bolesti Vojvodine, Instituta za kardiovaskularne bolesti 
Vojvodine i Instituta za onkologiju Vojvodine
2. sojeve poslate na konačnu identifikaciju i proveru osetljivosti na antibiotike u 
Nacionalnu referentnu laboratoriju za registrovanje i praćenje rezistencije bakterijskih 
sojeva na antimikrobna sredstva koja priprada Centru za mikrobiologiju Instituta za 
javno zdravlje Vojvodine. Sojevi su slati iz mikrobioloških laboratorija Kliničkog 
centra Srbije iz Beograda, Kliničko-bolničkog centra „Zvezdara“ iz Beograda, 
Kliničko-bolničkog centra „Dragiša Mišović-Dedinje“ iz Beograda, Zavoda za javno 
zdravlje Čačak, Zavoda za javno zdravlje Kikinda, Kliničkog centra Kragujevac, 
Zavoda za javno zdravlje Kraljevo, Instituta za javno zdravlje Niš, Zavoda za javno 
zdravlje Sombor i Zavoda za javno zdravlje Subotica.
Ukoliko su od istog pacijenta dobijena dva ista izolata Escherichia coli ili Klebsiella 
pneumoniae, a iz različitih materijala, samo jedan izolat je uključen u istraživanje. 
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4.1 IZOLACIJA I IDENTIFIKACIJA ESCHERICHIA COLI I KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE
Svaki klinički značajan uzorak je bio zasejan na krvni agar i Mek Konki agar i 
inkubiran 18-24 časa na 37˚C. Nakon evidentiranja bakterijskog porasta, identifikacija do 
nivoa vrste je vršena klasičnim bakteriološkim metodama (morfološkim, kulturelnim i 
fiziološko-biohemijskim) (88) i automatizovanim Vitek 2 Compact sistemom (BioMérieux, 
Marcy l'Étoile, Francuska).
4.2 ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI DIFUZIONOM METODOM
Ispitivanje osetljivosti svih 300 izolata Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae vršeno 
je Kirbi Bauer tehnikom, disk difuzionom metodom. Za izradu antibiograma bakterijski 
inokulum je pripremljen od čiste kulture ne starije od 24 časa kao suspenzija gustine od 0,5 Mc 
Farland standarda. Inokulacija suspenzije je vršena sterilnim brisom, koji je potom zasejan pod 
pravim uglom u četiri različita pravca po površini Miler-Hinton agara (HiMedia, India). Nakon 
inokulacije na površinu podloge su stavljani diskovi antibiotika (Bio-Rad, Francuska), a zatim 
su ploče inkubirane 16-18 časova na 35-37°C.
Disk difuzionom metodom antibiograma je utvrđena osetljivost na: ampicilin (10 µg), 
amoksicilin sa klavulanskom kiselinom (20/10 µg), piperacilin/tazobaktam (10/100 µg), 
cefazolin (30 µg), cefuroksim (30 µg), ceftriakson (30 µg), cefepim (30 µg), imipenem (10 µg), 
meropenem (10 µg), ertapenem (10 µg), ciprofloksacin (5µg), trimetoprim/sulfametoksazol
(25µg), gentamicin (10 µg), amikacin (30 µg).  
Ispitivanje osetljivosti izolata na antibiotike i interpretacija rezultata je izvedena prema 
važećim američkim preporukama Instituta za kliničke i laboratorijske standarde (eng. Clinical 
and Laboratory Standards Institute-CLSI) iz 2013. godine (156).
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Minimalne inhibitorne koncentracije imipenema, meropenema i ertapenema izolata 
koji su pokazali smanjenu osetljivost na bar jedan karbapenem određene su i gradijent testom 
(MIC Test Strip, Liofilchem, Italija), a interpretacija je izvršena i na osnovu američkih 
preporuka Instituta za kliničke i laboratorijske standarde (156) i na osnovu evropskih 
preporuka Evropskog komiteta za ispitivanje antimikrobne osetljivosti (eng. European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing-EUCAST) iz 2015. godine (157).
4.3 ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI DILUCIONOM METODOM
Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija multirezistentnih izolata Escherichia 
coli i Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze ako i nasumično odabranih izolata 
koji ne produkuju karbapenemaze su ispitane automatizovanim sistemom (Vitek 2 Compact,
BioMerieux, Francuska) korišćenjem kartica AST-GN71 i AST-N240 koje obuhvataju sledeće 
antibiotike: ampicilin, piperacilin, piperacilin/tazobaktam, ceftazidim, ceftriakson, cefepim, 
aztreonam, imipenem, meropenem, ertapenem, ciprofloksacin, levofloksacin,
trimetoprim/sulfametoksazol, gentamicin, amikacin, tobramicin, tigeciklin, kolistin. Minimalne
inhibitorne koncentracije za fosfomicin određivane su pomoću gradijent testova (AB Biodisk, 
Solna, Švedska). 
Interpretacija minimalnih inhibitorinih koncentracija vršena je na osnovu američkih 
preporuka Instituta za kliničke i laboratorijske standarde (156). Interpretacija minimalnih 
inhibitorinih koncentracija za tigeciklin vršena je na osnovu preporuka Agencije za hranu i 
lekove (eng. Food and Drug Administration-FDA) za Enterobacteriaceae (osetljiv ≤2 mg/L, 
umereno osetljiv 4 mg/L; rezistentan ≥8 mg/L) (158).
Multirezistentnim sojevima su se smatrali oni sojevi koji ispoljavaju rezistenciju na tri ili 
više grupe antibiotika (8).
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4.4 FENOTIPSKO ISPITIVANJE PRODUKCIJE BETA-LAKTAMAZA
4.4.1 Fenotipski testovi za dokazivanje beta-laktamaza proširenog spektra
Za fenotipsko testiranje prisustva beta-laktamaza proširenog spektra kod izolata sa 
smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem korišćen je kombinovani disk test (eng. 
combined disk test-CDT) koji podrazumeva disk cefotaksima, disk cefotaksima sa klavulanskom
kiselinom, disk ceftazidima i disk ceftazidima sa klavulanskom kiselinom (Bio-Rad, Francuska). 
Na prethodno zasejan Miler-Hinton agar suspenzijom ispitivanog soja od 0,5 Mc Farland 
standarda postavljeni su navedeni diskovi. Nakon inkubacije na 35±2°C u trajanju od 16-20 
časova izmerena je zona inhibicije oko diskova. Ukoliko je zona inhibicije bila veća od 5 mm oko 
diskova koji sadrže klavulansku kiselinu kao inhibitor u odnosu na diskove cefotaksima i 
ceftazidima test se smatrao pozitivnim na prisustvo beta-laktamaza proširenog spektra (159). 
4.4.2 Fenotipski testovi za dokazivanje karbapenemaza
Za fenotipsko testiranje prisustva karbapenemaza kod sojeva rezitentnih na karbapeneme 
korišćen je kombinovani disk test (eng. combined disk tests-CDT) za dokazivanje metalo-beta-
laktamaza koji podrazumeva disk meropenema bez i sa dodatkom EDTA (Bio-Rad, Francuska). 
Na prethodno zasejan Miler-Hinton agar suspenzijom ispitivanog soja od 0,5 Mc Farland 
standarda postavljeni su diskovi meropenema sa i bez dodatka EDTA. Nakon inkubacije na 
35±2°C u trajanju od 16-20 časova izmerena je zona inhibicije oko oba diska. Ukoliko je zona 
inhibicije oko diska meropenema sa EDTA za najmanje 5mm bila veća od zone inhibicije oko 
diska meropenema, smatralo se da ispitivani soj produkuje metalo-beta laktamaze (160,161).
Korišćen je i test sinergizma sa dva diska (eng. double-disk synergy test-DDST) koji 
podrazumeva upotrebu diskova meropenema (10µg), kloksacilina, boronične kiseline i EDTA
(Bio-Rad, Francuska). Diskovi kloksacilina, boronične kiseline i EDTA su postavljeni na 
prethodno zasejan Miler-Hinton agar suspenzijom ispitivanog soja od 0,5 Mc Farland standrada 
na najmanje 20 mm razmaka u odnosu na disk meropenema. Nakon inkubacije na 35±2°C u 
Doktorska disertacija Asist. dr Anika Trudić
4 
M
A
T
E
R
IJ
A
L
 I
 M
E
T
O
D
E
39
trajanju od 16-20 časova uvećanje zone inhibicije ili pojava zone u vidu ključaonice između 
diska meropenema i diska koja sadrži neki od navedenih inhibitora se smatralo pozitivnim 
rezultatom (129).
4.5 GENOTIPSKO ISPITIVANJE – dokazivanje gena rezistencije PCR 
tehnikom
4.5.1 Detekcija gena rezistencije na beta-laktamaze proširenog spektra
Ispitano je prisustvo gena blaCTX-M u cilju detekcije rezistencije na beta-laktamaze 
proširenog spektra kod izolata Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae metodom lančane 
reakcije polimeraze (PCR).
4.5.2 Detekcija gena rezistencije na karbapeneme
Prisusutvo gena rezistencije na karbapeneme (blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP i blaOXA-48-
like) kod izolata Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae rezistentnih na karbapeneme ispitivano 
je metodom lančane reakcije polimeraze (117,162–164).
U istraživanju su kao pozitivne kontrole korišćeni sojevi predefinisanih karakteristika iz
eksterne kontrole Nacionalnog servisa za spoljnu kontrolu kvaliteta Ujedinjenog Kraljevstva
(eng. United Kingdom National External Quality Assessment Service - UK NEQAS). Korišćeni
su izolati: 1943 Klebsiella pneumoniae za gen blaOXA-48-like, 1944 Klebsiella pneumoniae za gen
blaKPC, 1945 Klebsiella pneumoniae za gen blaVIM, 1947 Klebsiella pneumoniae za gen blaIMP i 
1948 Klebsiella pneumoniae za gen blaNDM iz eksterne kontrole pod brojem 3432A UK NEQAS
u sklopu Evropskog nadzora nad enterobakterijama koje produkuju karbapenemaze u Evropi 
(eng. European Survey on Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae in Europe –
EuSCAPE, Proficiency Test & Distribution 3432).
Kao negativna kontrola korišćena je Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 koja 
produkuje beta-laktamaze SHV-18. 
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4.5.2.1 Ekstrakcija DNK
Za izolaciju ukupne bakterijske DNK ispitivanih sojeva Escherichia coli i Klebsiella 
pneumoniae korišćen je metod termičke ektrakcije. Za ekstrakciju DNK korišćene su sterilne 
mirkoepruvete od 2 ml sa 1,5 ml tečne kulture. Tečne kulture ispitivanog izolata su dobijene 
inokulacijom subkulture ne starije od 24h u triptikaza soja bujon, nakon čega su inkubirane 24h 
na 35-37°C. Svaka tečna kultura je centrifugirana brzinom od 13000 rpm (Centrifuga 5415C, 
Eppendorf, Nemačka) u trajanju od 5 minuta. Nakon toga je odbačen supernatant a u pelet je 
dodata 200 μl sterilna voda koja ne sadrži DNAzu/RNAzu (Gibco, Invitrogen).
Suspenzija se nakon kratkog mešanja vorteksom zagrevala na 100°C u trajanju od 5 minuta i 
potom hladila na 4°C u trajanju od 5 do 10 minuta. Nakon hlađenja, suspenzija je centrifugirana
brzinom od 13000 rpm u trajanju od 5 minuta i 150 μl dobijenog supernatanta sa izolovanom 
DNK je preneto u novu sterilnu mikroepruvetu. Ekstrahovana DNK ispitivanih izolata je dalje 
koršćena za istraživanje. Uzorci izolovane DNK su čuvani do 7 dana na temperaturi od 4°C ili do 
mesec dana na temperaturi od -20°C.
Za detekciju gena blaCTX-M korišćeni su prajmeri prikazani u Tabeli 2.
Tabela 2. Prajmeri korišćeni za gene koji kodiraju ispitivane beta-laktamaze proširenog spektra
Naziv prajmera Sekvenca 5’- 3’
Veličina 
produkta (bp)
Referenca
blaCTX-M Fw ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATG GC
592 (165)
blaCTX-M Rw TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYSAGC GG
Za detekciju gena blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP i blaOXA-48-like korišćeni su prajmeri prikazani u 
Tabeli 3.
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Tabela 3. Prajmeri korišćeni za gene koji kodiraju ispitivane karbapenemaze
Naziv prajmera Sekvenca 5’- 3’
Veličina 
produkta (bp)
Referenca
blaKPC Fw ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 (162)
blaKPC Rw TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
blaVIM Fw GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 (163)
blaVIM Rw CGAATGCGCAGCACCAG
blaNDM Fw GGGCAGTCGCTTCCAACGGT 476 (164)
blaNDM Rw GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
blaIMP Fw GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 188 (163)
blaIMP Rw CCAAACCACTACGTTATCT
blaOXA-48-like Fw TTGGTGGCATCGATTATCGG 744 (117)
blaOXA-48-like Rw GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
4.5.2.2 PCR protokoli
PCR reakcije gena koji kodira ispitivane beta-laktamaze proširenog spektra izvedena je 
kao jedna simpleks reakcija korišćenjem Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg, 
Nemačka). 
Gen blaCTX-M je testiran pod sledećim uslovima: 1 ciklus inicijalne denaturacije je izveden 
na temperaturi od 94 ºC u trajanju od 5 minuta, potom je sledilo 30 ciklusa na temperaturi od 94 
ºC u trajanju od 30 sekundi, vezivanje prajmera je izvedeno na temperaturi od 55ºC u trajanju od 
30 sekundi i faza elongacije na 72ºC u trajanju od 60 sekundi.
PCR reakcije 5 gena koji kodiraju ispitivane karbapenemaze su izvedene kao dve
multipleks reakcije i jedna simpleks reakcija korišćenjem Mastercycler personal (Eppendorf, 
Hamburg, Nemačka). 
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Za prvu multipleks reakciju korišćeni su prajmeri za blaNDM i blaKPC gene. Uslovi pod 
kojima se amplifikacija odvijala su bili sledeći: 1 ciklus inicijalne denaturacije je izveden na 
temperaturi od 95ºC u trajanju od 5 minuta, potom je sledilo 30 ciklusa na temperaturi od 95ºC u 
trajanju od 30 sekundi, vezivanje prajmera je izvedeno na temperaturi od 60ºC u trajanju od 30 
sekundi i faza elongacije na 72ºC u trajanju od 60 sekundi, sa 1 ciklusom na 72ºC u trajanju od 3 
minuta. 
Za drugu multipleks reakciju korišćeni su prajmeri za blaOXA-48-like i blaVIM gene. Uslovi 
pod kojima se amplifikacija odvijala su bili sledeći: 1 ciklus inicijalne denaturacije je izveden na 
temperaturi od 95ºC u trajanju od 5 minuta, potom je sledilo 30 ciklusa na temperaturi od 95ºC u 
trajanju od 30 sekundi, vezivanje prajmera je izvedeno na temperaturi od 58ºC u trajanju od 30 
sekundi i faza elongacije na 72ºC u trajanju od 60 sekundi, sa 1 ciklusom na 72ºC u trajanju od 3 
minuta. 
Gen blaIMP je odvojeno testiran pod sledećim uslovima: 1 ciklus inicijalne denaturacije je 
izveden na temperaturi od 95ºC u trajanju od 5 minuta, potom je sledilo 30 ciklusa na temperaturi 
od 95ºC u trajanju od 30 sekundi, vezivanje prajmera je izvedeno na temperaturi od 58ºC u 
trajanju od 30 sekundi i faza elongacije na 72ºC u trajanju od 60 sekundi, sa 1 ciklusom na 72ºC u 
trajanju od 3 minuta. 
4.5.2.3 Detekcija PCR produkata
Amplifikovani produkti su analizirani primenom gel elektroforeze u 2% agaroznom gelu 
(MBG, Fischer Scientific, SAD) i bojeni etidijum-bromidom i komercijanom bojom (GelPilot 
Loading Dye, Qiagen, Holandija). Veličina produkta je određivana u odnosu na leder (eng. 
ladder) veličine od 100 baznih parova (TrackIt, Invitrogen, SAD). Vizualizacija je izvršena pod 
UV lampom prosvetljavanjem gelova što je zabeleženo digitalnom kamerom u mračnoj komori 
(Biometra, Nemačka) uz koriršćenje BioDocAnalyze softvera. 
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4.6. GENOTIPIZACIJA SOJEVA
Genotipizacija odabranih multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae izvršena je 
pomoću DiversiLab polu-automatizovanog sistema (BioMérieux, Francuska) koji se bazira na 
repetitivnom PCR. Ekstrakcija DNK je urađena uz pomoć komercijalnog kita UltraClean 
microbal DNA (BioMérieux, Francuska), a izolovana DNK je spektrofotometrijski 
kvantifikovana na Qubit 2.0 fluorometru (Life Technologies, Vivogen, SAD) i rastvorena u vodi 
za PCR (Gibco, Invitrogen, SAD) do koncentracija od 25 do 50 ng/ml.
Razređena DNK je amplifikovana uz pomoć DiversiLab Klebsiella kita (BioMérieux, 
Francuska), AmpliTaq DNK polimeraze (Applied Biosystems, SAD) i pufera 10x PCR Buffer I 
(Applied Biosystems, SAD) po uputstvu proizvođača. Amplikoni su analizirani na apartu Agilent 
2100 Bioanalyzer sistemu (Agilent Technologies, SAD) sa mikročipovima u kojima se fragmenti 
DNK razdvajaju prema veličini, što se prikazuje u vidu hromatograma sa vrhovima za svaki 
amplikon. Sama analiza je izvršena u DiversiLab web softveru koji prikazuje hromatograme kao 
slike virtualnih gelova i izračunava procente sličnosti prema modifikovanoj Pearson/Kullback-
Leibler metodi. Za interpretaciju rezultata genotipizacije generisani su dendrogrami, skater-
plotovi i slike virtualnih gelova.
4.7 OBRADA PODATAKA
Nakon sprovedenog istraživanja, prikupljeni podaci su kodirani i uneti u elektronsku bazu 
podataka kreiranu u programu Microsoft Office Excel 2007. Rezultati istraživanja su prikazani 
tekstualno, tabelarno, grafički i fotografijama.
Za statističku obradu podataka korišćen je statistički program (eng. Statistical Package 
for the Social Sciences-SPSS for Windows, SPSS Inc., Sjedinjene Američke Države, ver. 20).
Od osnovnih deskriptivnih statističkih parametara korišćene su standardne statističke metode za 
kvalitativnu i kvantitativnu procenu dobijenih rezultata: apsolutni brojevi, relativni brojevi, 
aritmetička sredina (X), standardna devijacija (SD), opseg vrednosti. Za procenu statističke 
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značajnosti razlika dobijenih rezultata korišćeni su: Studentov T test, ANOVA, Mann 
Whitney U test, hi-kvadrat test. Za sve testove su navedeni nivoi statističke značajnosti (p 
vrednosti). Rezultati su smatrani statistički značajno različitim kada je p<0,05.
Izvršen je proračun senzitivnosti, specifičnosti i ukupne tačnosti za fenotipski test za 
određivanje karbapenemaza, kao i za svaki pojedinačni karbapenem (meropenem, imipenem, 
ertapenem) u odnosu na prisustvo karbapenemaza.
Za procenu slaganja nalaza dve dijagnostičke metode korišćen je Kappa test i McNemar 
test asimetrije. Slaganje se kvantifikuje vrednošću Kappa testa (K) na osnovu statističke metode 
koju je kreirao COHEN (166). Vrednost K je 1 kada je slaganje perfektno između nalaza 
dobijenih dvema metodama. Vrednost K je 0 kada je slaganje sasvim slučajno, a K je negativno 
kada ne postoji slaganje (167). Interpretacija vrednosti K prikazana je u Tabeli 4.
Tabela 4. Način interpretacije vrednosti K
Vrednost Kappa testa (K) Stepen slaganja
< 0,20 slabo
0,21 – 0,40 delimično
0,41 – 0,60 osrednje
0,61 – 0,80 dobro
0,81 – 1,00 veoma dobro
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5 REZULTATI
5.1 OPŠTE KARAKTERISTIKE UZORKA
Od ukupno prikupljenih 300 multirezistentnih izolata iz različitih kliničkih uzoraka 
hospitalizovanih pacijenata identifikovano je 242 (80,7%) izolata Klebsiella pneumoniae i 58 
(19,3%) izolata Escherichia coli. 
U Tabeli 5 je prikazana zastupljenost multirezistetnih izolata Klebsiella pneumoniae i 
Escherichia coli u odnosu na zdravstvene ustanove koje su učestvovale u istraživanju.
Tabela 5. Zastupljenost multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli u 
odnosu na zdravstvene ustanove
Mesto Naziv zdravstvene ustanove N %
Beograd Klinički centar Srbije 17 5,7
Beograd Kliničko-bolnički centar „Dr Dragiša Mišović-Dedinje“ 15 5,0
Beograd Kliničko-bolnički centar Zvezdara 8 2,7
Čačak Opšta bolnica Čačak 12 4,0
Kikinda Opšta bolnica Kikinda 9 3,0
Kragujevac Klinički centar Kragujevac 8 2,7
Kraljevo Zdravstveni centar „Studenica“ 14 4,7
Niš Klinički centar Niš 26 8,7
Novi Sad Klinički centar Vojvodine 95 31,7
Novi Sad Institut za zdravstvenu zaštitu dece i omladine 43 14,3
Sombor Opšta bolnica "Dr Radivoj Simonović" 1 0,3
Sremska Kamenica Institut za kardiovaskularne bolesti Vojvodine 5 1,7
Sremska Kamenica Institut za onkologiju Vojvodine 7 2,3
Sremska Kamenica Institut za plućne bolesti Vojvodine 38 12,7
Subotica Opšta bolnica Subotica 2 0,7
Ukupno 300 100,0
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Hospitalizovane pacijente je činilo 178 (59,3%) muškaraca i 122 (40,7%) žene. Prosečna starost 
pacijenata iznosila je 52 (SD=26; opseg: <1-91). Klinički uzorci uključeni u istraživanje bili su 
urin, krv, sektret iz donjeg respiratornog trakta, sekret rana i puktati. Multirezistentni izolati 
Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli najčešće su izolavani iz urina (34,7%) i krvi (33,7%), 
potom iz sekreta koji potiču iz donjeg respiratornog trakta (16,0%), iz sekreta rana (14,3%) i 
punktata (1,3%). Zastupljenost kliničkih uzoraka iz kojih su izolovani multirezistentni izolati 
Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli prikazani su u Tabeli 6.
Tabela 6. Zastupljenost kliničkih uzoraka iz kojih su izolovani multirezistentni izolati Klebsiella 
pneumoniae i Escherichia coli
Klinički uzorak N %
Urin 104 34,7
Krv 101 33,7
Sekret iz donjeg respiratornog trakta 48 16,0
Sekret rana 43 14,3
Punktati 4 1,3
Ukupno 300 100
U trenutku uzorkovanja pacijenti su bili hospitalizovani na kliničkim odeljenjima (non-icu) ili u 
jedinicima intenzivne nege (icu). Na Grafikonu 1 je prikazana zastupljenost uzoraka prema 
odeljenjima na kojima su pacijenti bili smešteni u trenutku uzorkovanja. 
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Grafikon 1. Zastupljenost uzoraka prema odeljenjima u trenutku uzorkovanja
5.2 PRIKAZ REZULTATA IZOLATA KOJI SU POKAZALI SMANJENU 
OSETLJIVOST NA BAR JEDAN KARBAPENEM
Smanjenu osetljivost na bar jedan testirani karbapenem (imipenem, meropenem, 
ertapenem) pokazalo je ukupno 179 (59,7%) izolata. Grafički prikaz smanjene osetljivosti izolata 
prema bar jednom karbapenemu u odnosu na vrstu prikazan je na Grafikonu 2.
Grafikon 2. Smanjena osetljivost izolata prema bar jednom testiranom karbapenemu u odnosu na 
vrstu
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Statistički je češća smanjena osetljivost izolata Klebsiella pneumoniae na bar jedan karbapenem u 
odnosu na smanjenu osetljivost izolata Escherichia coli (χ2 = 59,663; p<0,001).
5.2.1 Fenotipsko dokazivanje produkcije beta-laktamaza proširenog spektra 
kod izolata sa smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem
Fenotipski test za dokazivanje produkcije beta-laktamaza proširenog spektra je kod 171 
testiranog izolata sa smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem bio pozitivan kod 87 
(50,9%) izolata, a negativan kod 84 (49,1%). Primer pozitivnog testa za dokazivanje produkcije 
beta-laktamaza proširenog spektra prikazan je na Slici 9.
Slika 9. Primer pozitivnog kombinovanog disk testa za dokazivanje produkcije beta-laktamaza
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5.2.2 Fenotipsko dokazivanje karbapenemaza kod izolata sa smanjenom 
osetljivošću na bar jedan karbapenem
Od 179 izolata koji su pokazali smanjenu osetljivost prema bar jednom karbapenemu, 
fenotipski test za dokazivanje karbapenemaza bio je pozitivan kod 65 (36,3%) izolata što je 
prikazano na Grafikonu 3.
Grafikon 3. Rezultat fenotipskog testa za utvrđivanje prisustva karbapenemaza kod izolata sa 
smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem
Kod odabranih 56 izolata osetljivih na karbapeneme fenotipski test za utvrđivanje prisustva 
karbapenemaza je bio negativan. Primer negativnog fenotipskog testa prikazan je na Slici 10.
Utvrđena je statistički značajna razlika među izolatima sa smanjenom osetljivošću na bar jedan 
karbapenem i izolata osetljivih na karbapeneme u odnosu na rezultat fenotipskog testa (χ2 = 
28,921; p<0,001).  
Od 65 pozitivnih fenotipskih testova za utvrđivanje prisustva karbapenemaza 63 (96,9%) su 
ukazivala na prisustvo metalo-beta laktamaza (zona inhibicije oko EDTA), a 2 (3,1%) su 
ukazivala na prisustvo karbapenemaza iz grupe A (zona inhibicije oko boronične kiseline) što je 
prikazano na Slikama 11 i 12.
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a) b)
Slika 10. Primer negativnog fenotipskog testa za utvrđivanje prisustva karbapenemaza: a) test 
sinergizma sa dva diska (DDST); b) kombinovani disk test (CDT)
Slika 11. Primer pozitivnog fenotipskog testa za utvrđivanje prisustva karbapenemaza (CDT) koji 
ukazuje na prisustvo metalo-beta laktamaza
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Slika 12. Primer pozitivnog fenotipskog testa za utvrđivanje prisustva karbapenemaza (DDST) 
koji ukazuje na prisustvo karbapenemaza iz klase A
5.2.3 Genotipsko dokazivanje produkcije CTX-M beta-laktamaza proširenog 
spektra kod izolata sa smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem
Gen blaCTX-M je dokazan kod 111 (91,7%) od testiranog 121 izolata sa smanjenom 
osetljivošću na bar jedan karbapenem, dok kod 10 (8,3%) nije dokazan. Na Slici 13 prikazana je 
elektroforeza na agaroznom gelu blaCTX-M gena.
Slika 13. Detekcija blaCTX-M gena PCR metodom
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5.2.4 Genotipsko dokazivanje karbapenemaza kod izolata sa smanjenom 
osetljivošću na bar jedan karbapenem
Kod 179 izolata sa smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem geni koji kodiraju 
karbapenemaze nađeni su kod 79 (44,1%) izolata što je prikazano na Grafikonu 4.
Kod izolata osetljivih na karbapeneme nije nađen ni jedan gen koji kodira karbapenemaze. 
Utvrđena je statistički značajna razlika među izolatima sa smanjenom osetljivošću na bar jedan 
karbapenem i izolata osetljivih na karbapeneme u odnosu na prisustvo gena koji kodiraju 
karbapenemaze (χ2 = 33,092; p<0,001).  
Grafikon 4. Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze kod izolata sa smanjenom 
osetljivošću na bar jedan karbapenem
Od 79 izolata kod kojih su nađeni geni koji kodiraju karbapenemaze kod 71 (89,9%) izolata 
detektovan je jedan gen koji kodira karbapenemaze dok su kod 8 (10,1 %) izolata nađena 2 gena 
koji kodiraju karbapenemaze. Na Slici 14, 15, 16 i 17 prikazana su elektroforeze na agaroznom 
gelu blaNDM, blaOXA-48-like, blaKPC gena, kao i pozitivna kontrola za blaVIM.
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Slika 14. Detekcija blaNDM gena PCR metodom
Slika 15. Detekcija blaOXA-48-like gena PCR metodom
Slika 16. Detekcija blaKPC gena PCR metodom
Doktorska disertacija Asist. dr Anika Trudić
5 
R
E
Z
U
L
T
A
T
I
54
Slika 17. Detekcija blaVIM gena PCR metodom
Gen blaNDM nađen je kod 58 (32,4%) izolata, blaOXA-48-like kod 11 (6,1%), a blaKPC kod 2 (1,1%) 
izolata. Geni blaVIM i blaIMP nisu detektovani ni kod jednog izolata. Kod 8 (4,5%) izolata 
detekovana su 2 gena koja kodiraju karbapenemaze, blaNDM i blaOXA-48-like. Vrste detektovanih 
gena koji kodiraju karbapenemaze i njihova zastupljenost prikazani su u Tabeli 7.
Tabela 7. Vrsta i zastupljenost detektovanih gena koji kodiraju karbapenemaze među ispitivanim 
izolatima
Karbapenemaze N %
blaKPC 2 1,1
blaNDM 58 32,4
blaOXA-48-like 11 6,1
blaNDM i blaOXA-48-like 8 4,5
Geni nisu dokazani 100 55,9
Ukupno 179 100
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5.3 PRIKAZ REZULTATA IZOLATA SA DOKAZANIM 
KARBAPENEMAZAMA
Korišćenim fenotipskim testom za dokazivanje karbapenemaza moglo je da se dokaže 
prisustvo metalo-beta laktamaza (klasa B), karbapenemaza iz klasa A i da se eliminiše prisustvo 
AmpC tipa cefalosporinaza. Od 65 izolata sa pozitivnim fenotipskim testom za dokazivanje 
karbapenemaza, geni koji kodiraju karbapenemaze su nađeni kod 60 (92,3%), dok kod 5 (7,7%) 
izolata nisu detektovani geni koji kodiraju karbapenemaze. Takođe, među 114 izolata sa 
negativnim fenotipskim testom kod 19 (16,7%) su dokazani geni koji kodiraju karbapenemaze.
Utvrđena je statistički značajna razlika između rezultata fenotipskog testa i detekcije gena koji 
kodiraju karbapenemaze (χ2 = 136,173; p<0,001).
Senzitivnost fenotipskog testa za dokazivanje karbapenemaza klase A i B iznosila je 100,0%, 
specifičnost 96,6%, a ukupna tačnost testa bila je 97,6%.
U Tabeli 8 prikazani su detektovani geni koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na vrstu 
pozitivnih fenotipskih testova.
Tabela 8. Prikaz detektovanih gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na vrstu pozitivnih 
fenotipskih testova
Vrsta fenotipskog testa Pozitivan fenotipski 
test (N)
Vrsta detektovanih gena Broj detektovanih 
gena (N)
EDTA 63 blaNDM 58
Nisu detektovani geni 5
Boronična kiselina 2 blaKPC 2
Kloksacilin+boronična 
kiselina
0 / 0
Od 79 izolata kod kojih su dokazani geni koji kodiraju karbapenemaze, 68 (86,1%) izolata 
pripada vrsti Klebsiella pneumoniae, a 11 (13,9%) izolata čini Escherichia coli. Među genima 
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koji kodiraju karbapenemaze blaNDM je nađen kod 58 (73,4%) izolata Klebsiella pneumoniae i
Escherichia coli. Kod 11 (13,9%) izolata Klebsiella pneumoniae detekovani su blaOXA-48-like geni, 
a kod 2 (2,5%) izolata blaKPC geni. Kod 8 (10,1%) izolata Klebsiella pneumoniae sa dokazanim 
karbapenemazama detekovana su 2 gena, blaNDM i blaOXA-48-like. Geni blaVIM i blaIMP nisu 
detektovani.
Zastupljenosti gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na vrstu bakterije kod kojih su nađeni
je prikazana na Tabeli 9.
Tabela 9. Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na vrstu bakterije
Dokazani geni Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
blaKPC 2 0
blaNDM 47 11
blaOXA-48-like 11 0
blaNDM i blaOXA-48-like 8 0
Ukupno 68 11
Kod ukupno 75 izolata sa dokazanim genima koji produkuju karbapenemaze istovremeno 
prisustvo blaCTX-M je utvrđeno kod 65 (86,7%) izolata, dok kod 10 (13,3%) izolata nisu nađeni 
blaCTX-M geni.
Kod 46 izolata kod kojih nisu nađeni geni koji produkuju karbapenemaze, a pokazuju smanjenu 
osetljivost na karbapeneme, dokazani su blaCTX-M geni. 
Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na grad iz kog potiču izolati prikazana 
je u Tabeli 10. Sremska Kamenica teriotorijalno pripada Novom Sadu, te su rezultati objedinjeni i 
tako prikazani. 
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Tabela 10. Zastupljenosti gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na grad iz kog potiču 
izolati
Dokazani geni
Grad
blaKPC blaNDM blaOXA-48-like blaNDM i blaOXA-48-like
Beograd 0 8 4 7
Čačak 0 1 0 0
Kikinda 0 8 1 0
Kragujevac 0 2 4 0
Niš 0 8 1 0
Novi Sad 2 30 1 0
Sombor 0 0 0 1
Subotica 0 1 0 0
Ukupno 2 58 11 8
Na Slici 18 je dat slikovni prikaz zastupljenosti detekovanih vrsta gena koji kodiraju 
karbapenemaze u odnosu na grad iz kog potiču izolati.
Slika 18. Slikovni prikaz zastupljenosti detekovanih vrsta gena koji kodiraju karbapenemaze u 
odnosu na grad iz kog potiču izolati
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Posmatrano u odnosu na vrstu materijala iz kog su izolovani multirezistentni izolati sa 
dokazanim genima koji kodiraju karbapenemaze bilo je 40 (50,6%) uzoraka urina, 18 (22,8%) 
uzoraka sekreta iz donjeg respiratornog trakta, 12 (15,2%) uzoraka krvi i 9 (11,4%) sekreta rana. 
U Tabeli 11 prikazana je zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na vrstu 
materijala iz kog potiču izolati.
Tabela 11. Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na vrstu materijala 
Geni
Klinički uzorak
N %
Urin 40 50,6
Sekret iz donjeg respiratornog trakta 18 22,8
Krv 12 15,2
Sekret rana 9 11,4
Punktati 0 0
Ukupno 79 100
U vreme uzorkovanja pacijenti su bili smešteni ili na kliničkim odeljenjima ili u jedinicama 
intenzivne nege. Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na odeljenje na kom 
su pacijenti bili smešteni u vreme uzorkovanja prikazana je Grafikonu 5. Nije utvrđena statistički 
značajna razlika između detekcije gena koji kodiraju karbapenemaze i odeljenja na kom su 
pacijenti bili smešteni u vreme uzorkovanja (χ2 = 1,021; p=0,312).
Grafikon 5. Zastupljenost gena koji kodiraju karbapenemaze u odnosu na odeljenje
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5.3.1 Prikaz osetljivosti izolata koji produkuju karbapenemaze
U Tabeli 12 su prikazani rezultati ispitivanja osetljivosti disk difuzionim metodom kod 
izolata koji produkuju karbapenemaze (N=79).
Tabela 12. Osetljivost izolata koji produkuju karbapenemaze određena disk difuzionim metodom 
Testirani antibiotik Osetljiv (S)
%
Umereno osetljiv (I)
%
Rezistentan (R)
%
Ampicilin 0 0 100
Amoksicilin sa klavulanatom 0 0 100
Ceftazolin 0 0 100
Ceftriakson 0 0 100
Cefuroksim 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Cefepim 0 1,3 98,7
Piperacilin/tazobaktam 0 1,3 98,7
Gentamicin 0 3,8 96,2
Trimetoprim/sulfametoksazol 6,3 0 93,7
Ciprofloksacin 6,3 1,3 92,4
Imipenem 0 17,7 82,3
Amikacin 22,8 15,2 62
Karbapenemaze su dokazane kod 74,5% izolata sa smanjenom osetljivošću (I+R) na meropenem, 
korišćenjem disk difuzione metode za određivanje osetljivosti, a nisu dokazane kod 100,0% 
izolata osetljivih na meropenem (senzitivnost 100%, specifičnost 87,8%, ukupna tačnost 91,0%).
Karbapenemaze su dokazane kod 89,8% izolata sa smanjenom osetljivošću (I+R) na imipenem 
korišćenjem disk difuzione metode za određivanje osetljivosti, a nisu dokazane kod 100,0% 
izolata osetljivih na imipenem (senzitivnost 100%, specifičnost 96,4%, ukupna tačnost 97,1%).
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Karbapenemaze su dokazane kod 40,3% izolata sa smanjenom osetljivošću (I+R) na ertapenem
korišćenjem disk difuzione metode za određivanje osetljivosti, a nisu dokazane kod 100,0% 
izolata osetljivih na ertapenem (senzitivnost 100%, specifičnost 47,0%, ukupna tačnost 61,0%).
U Tabeli 13 su prikazani rezultati ispitivanja osetljivosti automatizovanim Vitek 2 sistemom kod 
izolata koji produkuju karbapenemaze (N=79).
Tabela 13. Osetljivost izolata koji produkuju karbapenemaze određena Vitek 2 sistemom 
Testirani antibiotik Osetljiv (S)
%
Umereno osetljiv (I)
%
Rezistentan (R)
%
Ampicilin 0 0 100
Piperacilin 0 0 100
Piperacilin/tazobaktam 0 0 100
Ceftazidim  0 0 100
Tobramicin  0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Aztreonam  1,3 0 98,7
Ceftriakson 0 2,5 97,5
Gentamicin  3,8 0 96,2
Imipenem  0 6,3 93,7
Ciprofloksacin 7,6 0 92,4
Levofloksacin 7,6 0 92,4
Trimetoprim/sulfametoksazol 8,9 0 91,1
Cefepim 0 16,5 83,5
Amikacin 29,1 27,8 43,0
Kolisitin 94,9 0 5,1
Tigeciklin  71,4 11,1 17,5
Fosfomicin  92,4 0 7,6
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Karbapenemaze su dokazane kod 94,0% izolata sa smanjenom osetljivošću (I+R) na meropenem
korišćenjem Vitek 2 sistema koji se bazira na dilucionoj metodi za određivanje osetljivosti na 
meropenem, a nisu dokazane kod 100,0% izolata osetljivih na meropenem (senzitivnost 100%, 
specifičnost 90,2%, ukupna tačnost 96,1%).
Karbapenemaze su dokazane kod 95,2% izolata sa smanjenom osetljivošću (I+R) na imipenem
korišćenjem Vitek 2 sistema za određivanje osetljivosti na imipenem, a nisu dokazane kod 
100,0% izolata osetljivih na imipenem (senzitivnost 100%, specifičnost 92,2%, ukupna tačnost 
96,9%).
Karbapenemaze su dokazane kod 62,9% izolata smanjenom osetljivošću (I+R) na ertapenem 
korišćenjem Vitek 2 sistema za određivanje osetljivosti na ertapenem, a nisu dokazane kod 
100,0% izolata osetljivih na ertapenem (senzitivnost, specifičnost i ukupna tačnost nisu prikazane 
zbog izuzetno malo testiranih izolata koji su bili osetljivi na ertapenem).
5.3.2 Prikaz osetljivosti izolata koji produkuju karbapenemaze u odnosu na 
izolovanu vrstu
Osetljivost 68 (86,1%)  izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze određena 
disk difuzionim metodom prikazana je u Tabeli 14.
Doktorska disertacija Asist. dr Anika Trudić
5 
R
E
Z
U
L
T
A
T
I
62
Tabela 14. Osetljivost Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze određena disk 
difuzionim metodom 
Testirani antibiotik Osetljiv (S)
%
Umereno osetljiv (I)
%
Rezistentan (R)
%
Ampicilin 0 0 100
Amoksicilin sa klavulanatom 0 0 100
Cefazolin 0 0 100
Ceftriakson 0 0 100
Cefuroksim 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Cefepim 0 1,5 98,5
Trimetoprim/sulfametoksazol 1,5 0 98,5
Ciprofloksacin 1,5 0 98,5
Piperacilin/tazobaktam 0 1,5 98,5
Gentamicin 0 4,4 95,6
Imipenem 0 19,1 80,9
Amikacin 16,2 16,2 67,6
Prema interpretaciji antibiograma klinički efikasan antimikrobni lek u standardom doznom 
režimu pripada samo kategoriji S (osetljiv). Na Grafikonu 6 je prikazana osetljivost izolata 
Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze određena disk difuzionim metodom sa 
objedinjenim kategorijama umereno osetljiv (I) i rezistentan (R).
Doktorska disertacija Asist. dr Anika Trudić
5 
R
E
Z
U
L
T
A
T
I
63
Grafikon 6. Osetljivost izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze određena 
disk difuzionim metodom sa objedinjenim kategorijama umereno osetljiv (I) i rezistentan (R)
U Tabeli 15 je prikazana osetljivost 68 izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju 
karbapenemaze određena automatizovanim Vitek 2 sistemom. 
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Tabela 15. Osetljivost Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze određena 
automatizovanim Vitek 2 sistemom
Testirani antibiotik Osetljiv (S)
%
Umereno osetljiv (I)
%
Rezistentan (R)
%
Piperacilin/tazobaktam 0 0 100
Ceftazidim 0 0 100
Ampicilin 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Tobramicin 0 0 100
Aztreonam 1,5 0 98,5
Ciprofloksacin 1,5 0 98,5
Levofloksacin 1,5 0 98,5
Ceftriakson 0 2,9 97,1
Gentamicin 4,4 0 95,6
Imipenem 0 5,9 94,1
Trimetoprim/sulfametoksazol 8,8 0 91,2
Cefepim 0 8,8 91,2
Amikacin 27,9 27,9 44,1
Tigeciklin 69,1 10,9 20,0
Fosfomicin 88,9 0 11,1
Kolistin 94,1 0 5,9
Na Grafikonu 7 je prikazana osetljivost izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju 
karbapenemaze određena automatizovanim Vitek 2 sistemom sa objedinjenim kategorijama 
umereno osetljiv (I) i rezistentan (R).
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Grafikon 7. Osetljivost izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze određena 
automatizovanim Vitek 2 sistemom sa objedinjenim kategorijama umereno osetljiv (I) i 
rezistentan (R)
U Tabeli 16 je prikazana osetljivost 11 (13,9%) izolata Escherichia coli koji produkuju 
karbapenemaze određena disk difuzionim metodom.
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Tabela 16. Osetljivost Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze određena disk difuzionim 
metodom 
Testirani antibiotik Osetljiv (S)
%
Umereno osetljiv 
(I)
%
Rezistentan (R)
%
Ampicilin 0 0 100
Amoksicilin sa klavulanatom 0 0 100
Piperacilin/tazobaktam 0 0 100
Cefazolin 0 0 100
Ceftriakson 0 0 100
Cefuroksim 0 0 100
Cefepim 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Gentamicin 0 0 100
Imipenem 0 9,1 90,9
Trimetoprim/sulfametoksazol 36,4 0 63,6
Ciprofloksacin 36,4 9,1 54,5
Amikacin 63,6 9,1 27,3
Na Grafikonu 8 je prikazana osetljivost 11 izolata Escherichia coli koji produkuju
karbapenemaze određena disk difuzionim metodom sa objedinjenim kategorijama umereno 
osetljiv (I) i rezistentan (R).
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Grafikon 8. Osetljivost izolata Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze određena disk 
difuzionim metodom sa objedinjenim kategorijama umereno osetljiv (I) i rezistentan (R)
U Tabeli 17 je prikazana osetljivost 11 izolata Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze 
određena Vitek 2 sistemom (N=11).
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Tabela 17. Osetljivost Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze određena
automatizovanim Vitek 2 sistemom
Testirani antibiotik Osetljiv (S)
%
Umereno osetljiv (I)
%
Rezistentan (R)
%
Piperacilin/tazobaktam 0 0 100
Ceftazidim 0 0 100
Aztreonam 0 0 100
Meropenem 0 0 100
Gentamicin 0 0 100
Tobramicin 0 0 100
Ampicilin 0 0 100
Ceftriakson 0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Imipenem 0 9,1 90,9
Trimetoprim/sulfametoksazol 9,1 0 90,9
Ciprofloksacin 45,5 0 54,5
Levofloksacin 45,5 0 54,5
Amikacin 36,4 27,3 36,4
Cefepim 0 63,6 36,4
Tigeciklin 87,5 12,5 0
Fosfomicin 100 0 0
Kolistin 100 0 0
Na Grafikonu 9 je prikazana osetljivost izolata Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze 
određena automatizovanim Vitek 2 sistemom sa objedinjenim kategorijama umereno osetljiv (I) i 
rezistentan (R).
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Grafikon 9. Osetljivost izolata Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze određena 
automatizovanim Vitek 2 sistemom sa objedinjenim kategorijama umereno osetljiv (I) i 
rezistentan (R)
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5.4 VREDNOSTI MINIMALNIH INHIBITORNIH KONCENTRACIJA 
KARBAPENEMA I NJIHOVA INTERPRETACIJA KORIŠĆENJEM 
EUCAST I CLSI STANDARDA
Određene su minimalne inhibitorne koncentracije za karbapeneme (imipenem, 
meropenem, ertapenem) gradijent testom kod izolata koji su prema disk difuzionoj metodi bili 
rezistentni na bar jedan testirani karbapenem (N=128). Distribucija vrednosti minimalnih 
inhibitornih koncentracija za meropenem prikazana je na Grafikonu 10. 
Grafikon 10. Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem dobijenih gradijent 
testom (N=128)
U zavisnosti od korišćenog standarda dobijene vrednosti se mogu svrstati u određene kategorije 
(osetljiv, umereno osetljiv, rezistentan). Izvršena je interpretacija prema 2 standarda, CLSI i 
EUCAST. U Tabeli 18 su prikazane vrednosti MIK i odgovarajuće kategorije osetljivosti na 
osnovu kojih je vršena interpretacija vrednosti MIK ispitivanih izolata dobijenih gradijent testom.  
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Tabela 18. Vrednosti MIK i odgovarajuće kategorije osetljivosti korišćenih standarda
Standard Karbapenem S (MIK mg/l) I (MIK mg/l) R (MIK mg/l)
CLSI Meropenem ≤1 2 ≥4
Imipenem ≤1 2 ≥4
Ertapenem ≤0,5 1 ≥2
EUCAST Meropenem ≤2 / >8
Imipenem ≤2 / >8
Ertapenem ≤0,5 / >1
Interpretacija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem korišćenjem CLSI 
standarda je prikazana u Tabeli 19. 
Tabela 19. Interpretacija minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem korišćenjem CLSI 
standarda
CLSI S I R
Meropenem
52
40,6%
23
18,0 %
53
41,4%
U Tabeli 20 je prikazana interpretacija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za 
meropenem korišćenjem EUCAST standarda.
Tabela 20. Interpretacija minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem korišćenjem 
EUCAST standarda
EUCAST S I R
Meropenem
72
56,2%
10
7,8%
46
36,0%
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Kappa vrednost (Cohen test) je 0,653 što ukazuje na dobro slaganje interpretacije osetljivosti za 
meropenem po CLSI standardu i interpretacije po EUCAST standardu. Procenat slaganja je 
78,9%.
Vrednost McNemar testa je p<0,001, što pokazuje nesimetričnost u odstupanju u odnosu na 
slaganje, prema kategoriji S (osetljiv) EUCAST standarda u odnosu na CLSI standard.
Kada je interpretacija osetljivosti izvršena po CLSI standardu, karbapenemaze su dokazane kod 
89,5% izolata rezistentnih na meropenem, a nisu dokazane kod 78,8% izolata osetljivih na 
meropenem (senzitivnost 86,1%, specifičnost 83,7%, ukupna tačnost 85,1%).
Kada je interpretacija osetljivosti izvršena po EUCAST standardu, karbapenemaze su dokazane 
kod 92,9% izolata rezistentnih na meropenem, a nisu dokazane kod 62,5% izolata osetljivih na 
meropenem (senzitivnost 65,8%, specifičnost 91,8%, ukupna tačnost 75,8%).
Distribucija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za imipenem prikazana je na 
Grafikonu 11.
Grafikon 11. Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za imipenem dobijenih gradijent 
testom (N=128)
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U Tabeli 21 je prikazana interpretacija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za 
imipenem korišćenjem CLSI standarda.
Tabela 21. Interpretacija minimalnih inhibitornih koncentracija za imipenem korišćenjem CLSI 
standarda
CLSI S I R
Imipenem
69
53,9%
15
11,7%
44
34,3%
U Tabeli 22 je prikazana interpretacija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za 
imipenem  korišćenjem EUCAST standarda.
Tabela 22. Interpretacija minimalnih inhibitornih koncentracija za imipenem korišćenjem 
EUCAST standarda
EUCAST S I R
Imipenem
84
65,6%
13
10,2%
31
24,2%
Kappa vrednost (Cohen test) je 0,617 što ukazuje na dobro slaganje interpretacije osetljivosti za 
imipenem po CLSI standardu i interpretacije po EUCAST standardu. Procenat slaganja je 78,9%.
Vrednost McNemar testa je p<0,001, što pokazuje nesimetričnost u odstupanju u odnosu na 
slaganje, prema kategoriji S (osetljiv) EUCAST standarda u odnosu na CLSI standard.
Kada je interpretacija osetljivosti izvršena po CLSI standardu, karbapenemaze su dokazane kod 
94,9% izolata rezistentnih na imipenem, a nisu dokazane kod 66,7% izolata osetljivih na 
imipenem (senzitivnost 70,9%, specifičnost 93,9%, ukupna tačnost 79,7%).
Kada je interpretacija osetljivosti izvršena po EUCAST standardu, karbapenemaze su dokazane 
kod 97,7% izolata rezistentnih na imipenem, a nisu dokazane kod 57,1% izolata osetljivih na 
imipenem (senzitivnost 54,4%, specifičnost 98,0%, ukupna tačnost 71,1%).
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Distribucija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za ertapenem prikazana je na 
Grafikonu 12.
Grafikon 12. Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za ertapenem dobijenih gradijent 
testom (N=128)
U Tabeli 23 je prikazana interpretacija vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za 
ertapenem  korišćenjem EUCAST i CLSI standarda, budući da su rezultati isti.
Tabela 23. Interpretacija minimalnih inhibitornih koncentracija za ertapenem korišćenjem 
EUCAST i CLSI standarda
EUCAST/CLSI S R
Ertapenem
1
0,8%
127
99,2%
Karbapenemaze su dokazane kod 62,2% izolata rezistentnih na ertapenem.
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5.5 MINIMALNE INHIBITORNE KONCENTRACIJE ISPITIVANIH 
ANTIBAKTERIJSKIH LEKOVA KOD IZOLATA SA DOKAZANOM 
PRODUKCIJOM KARBAPENEMAZA I BEZ DOKAZANE PRODUKCIJE
KARBAPENEMAZA
Kod svih izolata iz grupe koja produkuje karbapenemaze i koja ne produkuje 
karbapenemaze vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za ampicilin (MIK≥32 mg/l), 
piperacilin (MIK≥128 mg/l), ceftazidim (MIK≥64 mg/l) su bile jednake.
U grupi sa dokazanim karbapenemazama sve vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za 
piperacillin/tazobaktam određenih automatizovanim Vitek 2 sistemom su bile jednake 
(MIK≥128). U grupi bez dokazanih karbapenemaza srednja vrednost minimalnih inhibitornih 
koncentracija za piperacillin/tazobaktam određenih automatizovanim Vitek 2 sistemom je 125,2
mg/l (SD=19; opseg: 32-129). Ne postoji statistički značajna razlika (p=0,077, Mann-Whitney U) 
u vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju 
karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za ceftriakson određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 62,8 
mg/l (SD=7,6; opseg: 16,0-64,0), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza sve 
vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija su bile jednake MIK=64,0 mg/l. Ne postoji 
statistički značajna razlika (p=0,254, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih inhibitornih 
koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za cefepim određenih automatizovanim 
Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanim produkcijom karbapenemaza je 8,3 mg/l (SD=6,7; opseg: 
2-16), a u grupi bez dokazane produkcije iznosi 14 mg/l (SD=4; opseg: 2-16). Ne postoji 
statistički značajna razlika (p=0,125, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih inhibitornih 
koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
U grupi sa dokazanim karbapenemazama sve vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za 
tobramicin određenih automatizovanim Vitek 2 sistemom su bile jednake (MIK=8 mg/l). U 
grupi bez dokazanih karbapenemaza srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za 
tobramicin određenih automatizovanim Vitek 2 sistemom je 5,7 mg/l (SD=4; opseg: 1-8). Ne 
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postoji statistički značajna razlika (p=0,127, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih 
inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za ciprofloksacin određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 3,6
mg/l (SD=1; opseg: 0,25-4), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 3,9 mg/l
(SD=0,5; opseg: 0,25-4). Ne postoji statistički značajna razlika (p=0,114, Mann-Whitney U) u 
vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju 
karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za levofloksacin određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 7,2 
mg/l (SD=2,3; opseg: 0,12-8), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 7,7 mg/l 
(SD=1,2; opseg: 0,12-8). Ne postoji statistički značajna razlika (p=0,132, Mann-Whitney U) u 
vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju 
karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za trimetoprim/sulfametoksazol 
određenih automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom 
karbapenemaza je 294,4 mg/l (SD=82,5; opseg: 20,0-320,0), a u grupi bez dokazane produkcije 
karbapenemaza iznosi 268,2 mg/l (SD=113,0 opseg: 20,0-320,0). Ne postoji statistički značajna 
razlika (p=0,123, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u 
odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za fosfomicin određenih gradijent testom 
u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 38,3 mg/l (SD=73,5; opseg: 1,5-257,0), a u 
grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 52,9 mg/l (SD=89,0; opseg: 2,0-257,0). Ne 
postoji statistički značajna razlika p=0,274, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih 
inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za kolistin određenih automatizovanim 
Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 1,3 mg/l (SD=3,4; 
opseg: 0,5-16), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza sve vrednosti minimalnih 
inhibitornih koncentracija su bile jednake MIK=0,5 mg/l. Ne postoji statistički značajna razlika 
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(p=0,122, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na 
dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za tigeciklin određenih automatizovanim 
Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 2,9 mg/l (SD=2,5; 
opseg: 0,5-8,0), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 2,0 mg/l (SD=2,6
opseg: 0,5-8,0). Ne postoji statistički značajna razlika p=0,239, Mann-Whitney U) u vrednostima 
minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Kod izolata sa dokazanim karbapenemazama i izolata kod kojih nisu dokazane 
karbapenemaze nije utvrđena statistički značajna razlika u vrednostima minimalnih inhibitornih 
koncentracija za ampicillin, piperacillin, piperacillin/tazobactam, ceftriakson, ceftazidime, 
cefepim, tobramicin, ciprofloksacin, levofloksacin, trimetoprim/sulfametoksazol, 
fosfomicin, kolistin i tigeciklin.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za imipenem određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanim produkcijom karbapenemaza je 13 mg/l 
(SD=5,7; opseg: 1-17), a u grupi bez dokazane produkcije iznosi 0,9 mg/l (SD=3,3; opseg: 1-17). 
Postoji statistički značajna razlika (p<0,001, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih 
inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanim produkcijom karbapenemaza je 15,7 
mg/l (SD=3,3; opseg: 4-17), a u grupi bez dokazane produkcije iznosi 1,1 mg/l (SD=3,3; opseg: 
4-17). Postoji statistički značajna razlika (p<0,001, Mann-Whitney U) u vrednostima minimalnih 
inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za ertapenem određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 7,6 
mg/l (SD=1,2; opseg: 4,0-8,0), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 3,4 mg/l 
(SD=113,0 opseg: 0,5-8,0). Postoji statistički značajna razlika (p<0,001, Mann-Whitney U) u 
vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju 
karbapenemaza.
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Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za amikacin određenih automatizovanim 
Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 34,1 mg/l (SD=27,6; 
opseg: 1-65), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 20,5 mg/l (SD=20,8; 
opseg: 1-65). Postoji statistički značajna razlika (p=0,024, Mann-Whitney U) u vrednostima 
minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju karbapenemaza.
Srednja vrednost minimalnih inhibitornih koncentracija za gentamicin određenih 
automatizovanim Vitek 2 sistemom u grupi sa dokazanom produkcijom karbapenemaza je 16,4 
mg/l (SD=3,1; opseg: 1-17), a u grupi bez dokazane produkcije karbapenemaza iznosi 13,3 mg/l 
(SD=6,8; opseg: 1-17). Postoji statistički značajna razlika (p=0,002, Mann-Whitney U) u 
vrednostima minimalnih inhibitornih koncentracija u odnosu na dokazanu produkciju 
karbapenemaza.
Kod izolata sa dokazanim karbapenemazama i izolata kod kojih nisu dokazane 
karbapenemaze utvrđena je statistički značajna razlika u vrednostima minimalnih inhibitornih 
koncentracija za imipenem, meropenem, ertapenem, amikacin i gentamicin.
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a) b)
c) d)
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e) f)
g) h)
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i) j)
k) l)
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m) n)
o) p)
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r) s)
Grafikon 13. Grafički prikaz minimalnih inhibitornih koncentracija ispitivanih antibakterijskih 
lekova izolata sa dokazanom produkcijom karbapenemaza i bez dokazane produkcije
karbapenemaza: a) ampicillin (Vitek A); b) piperacillin (Vitek PIP); c) piperacillin/tazobaktam
(Vitek TZP); d) ceftriakson (Vitek CRO); e) ceftazidim (Vitek CAZ); f) cefepim (Vitek FEP); g) 
ertapenem (Vitek ETP); h) meropenem (Vitek MEM); i) imipenem (Vitek IMI); j) tobramicin
(Vitek TOB); k) gentamicin (Vitek GM); l) amikacin (Vitek AK); m) ciprofloksacin (Vitek CIP); 
n) levofloksacin (Vitek LEV); o) trimetoprim/sulfametoksazol (Vitek SXT); p) fosfomicin (Vitek 
FOSFO); r) tigeciklin (Vitek TGC); s) kolistin (Vitek COL)
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5.6 GENOTIPIZACIJA IZOLATA
Ispitana je srodnost odabranih multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae
korišćenjem repPCR metode pomoću automatizovanog DiversiLab sistema. Na Slici 19 prikazan 
je dendrogram sa odgovarajućim klasterima, osnovnim podacima o uzorku i prikazom virtuelnih 
gelova na osnovu kojih je određena srodnost izolata.
Slika 19. Dendrogram odabranih multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae
*U levom donjem uglu nalazi se skala izražena u procentima. Srodnost iznad 95% označena je crvenom 
isprekidanom linijom. Pravougaonicima u boji su označeni klasteri, a pored je napisan broj. Prikazana je oznaka 
uzorka i mesto iz kog potiče uzorak, kao i vrsta materijala iz kog su izolovani multirezistentni izolati. Krajnje desno 
prikazani su virtuelni gelovi.
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Na Slici 20 prikazani su grupisani izolati Klebsiella pneumoniae sa visokim stepenom srodnosti. 
Obeležena grupa 1 predstavlja izolate sa NDM karbapenemazama koji potiču iz različitih 
zdravstvenih ustanova. Grupa 2 prikazuje izolate sa OXA-48-like i/ili NDM karbapenemazama
takođe iz različitih zdravstvenih centara. Izolati sa NDM karbapenemazama koji potiču iz iste 
zdravstvene ustanove prikazani su u grupi 3.
Slika 20. Grafički prikaz srodnosti odabranih multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae
korišćenjem automatizovanog DiversiLab sistema. 
*Crveni krugovi označavaju najveći stepen srodnosti među izolatima
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6 DISKUSIJA
Gram-negativne crevne bakterije spadaju u najčešće uzročnike bolničkih infekcija. Rezistencija 
enterobakterija predstavlja rastući problem u svetu. Ovakav trend zahteva povećane mere 
kontrole daljeg širenja rezistencije. Multirezistentni izolati bakterija predstavljaju rezervoar 
multiplih genetičkih elemenata koji su odgovorni za nastanak rezistentnih fenotipova. Takvi
bakterijski sojevi mogu vertikalnim transferom (sa majke ćelije na ćerke ćelije) da prenose
determinante rezistencije i omoguće širenje soja i njegovu povećanu zastupljenost. Takođe, 
multirezistentni sojevi mogu da postanu donori i da horizontalno prenesu determinante 
rezistencije na druge sojeve, vrste ili rodove (30). Dodatni problem predstavljaju multirezistentni 
regioni koji imaju pluripotentni potencijal rezistencije, tako da upotreba jednog antibiotika 
dovodi do rezistencije na mnoge druge. Racionalna upotreba antibiotika, naročito beta-laktama, 
kao što su treća generacija cefalosporina i karbapenema, ima za cilj smanjenje selektivnog 
pritiska kojem su ove bakterije izložene. Proučavanjem različitih mehanizama rezistencije 
naročito među bakterijama nađenim u prirodi stičemo znanja o novim mogućim mehanizmima. 
Geni rezistencije nađeni u prirodi mogu da se prenesu na enterobakterije značajne za medicinu, 
ali i obrnuto, sa humanih patogena geni rezistencije mogu putem otpadnih voda, vodotokova,
životinja ili biljaka da dospeju u prirodu. Registrovanjem i praćenjem multirezistentnih sojeva 
poboljšava se nadzor i omogućava ciljana primena neophodnih mera za suzbijanje epidemija. 
Bolja kontrola infekcija adekvatnom higijenom ruku, korišćenjem zaštitnih sredstava naročito 
prilikom nege pacijenata kolonizovanih ili inficiranih rezistentnim sojevima, značajno doprinosi 
sprečavanju širenja multirezistentnih sojeva enterobakterija u bolnicama.
U nedostatku novih antibiotskih agenasa koji bi bili razvijeni u bliskoj budućnosti, deluje da se 
bližimo kraju antibiotske ere. Sa ciljem naglašavanja ozbiljnosti situacije i poređenjem sa 
klasičnim svetskim pandemijama, epidemija rezistencije Gram-negativnih bakterija je nazvana 
„Crvena kuga“ (168).
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Naše istraživanje je obuhvatilo 300 multirezistentnih izolata iz različitih zdravstvenih centara u 
jednogodišnjem periodu. Izolati potiču od pacijenata različite starosne strukture, prosečne starosti 
od 52 godine. Većina pacijenata, nešto više od 60%, je bila smeštena na kliničkim odeljenjima, 
dok su ostali bili hospitalizovani u jedinicama intenzivne nege. Više od trećine multirezistentnih
izolata Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli potiče iz urina i oko trećine izolata potiče iz
krvi, potom slede uzorci iz donjeg respiratornog trakta, sekreta rana i punktata. Klebsiella 
pneumoniae je identifikovana u više od 80% izolata, a znatno ređe Escherichia coli.
Multirezistentni sojevi Klebsiella pneumoniae predstavljaju značajne uzročnike naročito 
bolničkih ali i vanbolničkih infekcija kao što su infekcije urinarnog trakta, pneumonija, 
septikemija, meningitis i infekcije mekih tkiva. Sojevi Klebsiella pneumoniae imaju sposobnost 
akumuliranja plazmida koji nose gene rezistencije za veliki broj antibiotika kao što su penicilini, 
cefalosporini, karbapenemi, aminoglikozidi i fluorohinoloni (29). Prenos gena rezistencije sa 
Klebsiella pneumoniae na Escherichia coli može doprineti širenju multirezistentnih izolata u 
zajednici uzorokujući pre svega teške urinarne infekcije (169). Sa druge strane, sojevi 
Escherichia coli koji nose gene rezistencije mogu dospeti u crevni trakt ljudi sa životinja ili iz 
vodene sredine putem hrane, vode ili preko ruku. Multirezistentni izolati Escherichia coli kod 
ljudi mogu da uzrokuju brojna oboljenja, ali i da prenesu determinante rezistencije na druge 
patogene bakterije, što za posledicu ima razvoj teže bolesti, produženo trajanje bolesti i zbog toga 
često terapijski neuspeh (5). Smanjenu osetljivost na bar jedan testirani karbapenem (imipenem, 
meropenem, ertapenem) pokazalo je 179 multirezistentnih izolata. Od izolata sa smanjenom 
osetljivošću na karbapeneme više od 90% činili su izolati Klebsiella pneumoniae, a ostalo izolati
Escherichia coli. Dokazana je statistički značajna razlika između izolata koji su pokazali 
smanjenu osetljivost na bar jedan karbapenem i izolata osetljivih na karbapeneme u korist 
Klebsiella pneumoniae.
Fenotipski test za dokazivanje produkcije beta-laktamaza proširenog spektra kod izolata sa 
smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem je bio pozitivan kod polovine ispitivanih 
izolata. Fenotipski test za dokazivanje karbapenemaza kod izolata sa smanjenom osetljivošću na 
bar jedan karbapenem bio je pozitivan kod nešto više od trećine izolata (36,3%). Kod svih izolata 
osetljivih na karbapeneme fenotipski test za utvrđivanje prisustva karbapenemaza je bio 
negativan. Utvrđena je statistički značajna razlika među izolatima sa smanjenom osetljivošću na 
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bar jedan karbapenem i izolata osetljivih na karbapeneme u odnosu na rezultat fenotipskog testa. 
Kod 179 izolata sa smanjenom osetljivošću na bar jedan karbapenem geni koji kodiraju 
karbapenemaze (blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaOXA-48-like) nađeni su kod 79 (44,1%) izolata. 
Kod izolata osetljivih na karbapeneme nije nađen ni jedan gen koji kodira karbapenemaze. 
Utvrđena je statistički značajna razlika među izolatima sa smanjenom osetljivošću na bar jedan 
karbapenem i izolata osetljivih na karbapeneme u odnosu na prisustvo gena koji kodiraju 
karbapenemaze. Korišćenim fenotipskim testom za dokazivanje karbapenemaza moglo je da se 
dokaže prisustvo metalo-beta laktamaza klase B, karbapenemaza iz klasa A i da se eliminiše
prisustvo AmpC tipa cefalosporinaza. Od 65 izolata sa pozitivnim fenotipskim testom za 
dokazivanje karbapenemaza, 63 su ukazivala na prisustvo metalo-beta laktamaza, a 2 su 
ukazivala na prisustvo karbapenemaza iz grupe A. Geni koji kodiraju karbapenemaze su nađeni 
kod 60 izolata sa pozitivnim fenotipskim testom, dok kod 5 izolata nisu detektovani geni koji 
kodiraju karbapenemaze. Senzitivnost fenotipskog testa za dokazivanje karbapenemaza klase A i 
B iznosila je 100,0%, specifičnost 96,6%, a ukupna tačnost testa bila je 97,6%. Visoka 
senzitivnost od 100% i specifičnost od 98,8% fenotipskog testa za dokazivanje karbapenemaza 
klase A i B potvrđena je od strane drugih autora (161,170). Kod 58 izolata sa pozitivnim 
fenotipskim testom na prisustvo metalo-beta-latamaza utvrđeno je prisustvo blaNDM gena, a kod 2 
izolata kod kojih je fenotipski test ukazivao na prisustvo klase A karbapenemaza, detektovan je 
blaKPC gen. Pozitivan fenotipski test kod 5 izolata bez detekovanih gena koji kodiraju 
karbapenemaze ukazivao je na prisustvo metalo-beta laktamaza. Lažno pozitivni rezultati u testu 
sinergizma sa EDTA su opisani kod izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju KPC enzime, 
OXA-48 enzime, ali i kod izolata sa CTX-M-15 beta-laktamazama sa gubitkom porina (171).
Lažno pozitivni rezultati u testu sinergizma sa EDTA opisani su u malom procentu i kod drugih 
Gram-negativnih bakterija (172,173). S druge strane, iako su testirani najčešći geni koji kodiraju 
metalo-beta-laktamaze (blaNDM, blaVIM, blaIMP) prisustvo ostalih gena iz klase B se ne može 
isključiti. Među izolatima sa negativnim fenotipskim testom kod 19 izolata su dokazani geni koji 
kodiraju karbapenemaze. Kod 11 izolata utvrđeno je prisustvo blaOXA-48-like gena. Ne postoji 
specifičan inhibitor OXA-48 enzima koji bi mogao da se uvrsti u fenotipske testove sinergizma 
(174). Kod 8 izolata utvrđeno je prisustvo 2 gena koji kodiraju karbapenemaze blaNDM i blaOXA-48-
like. Fenotipskim testom sinergizma je dokazivanje prisustva karbapemenaza kod izolata koji 
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poseduju 2 vrste karbapenemaza iz različitih klasa manje pouzdano, budući da inhibitorno dejstvo 
jednog inhibitora može bude poništeno prisustvom drugog enzima (161,175). 
Od 79 izolata sa dokazanim karbapenemazama bilo je 68 izolata Klebsiella pneumoniae i 
11 izolata Escherichia coli. Kod izolata Klebsiella pneumoniae utvrđeno je prisustvo KPC, NDM 
i OXA-48-like enzima kao i kombinacija NDM i OXA-48-like enzima. Kod izolata Escherichia 
coli nađena je samo NDM karbapenemaza. Kod svih izolata NDM karbapenemaza je bila 
najzastupljenija, dominantna u svih 8 gradova u kojima su nađeni izolati koji produkuju 
karbapenemaze. Prvi objavljeni radovi o infekcijama izazvanim izolatima koji produkuju NDM 
karbapenemaze odnosili su se na osobe koje su zdravstvenu negu primali u Indiji, iako precizno 
geografsko poreklo i tačno vreme pojave blaNDM gena nisu poznati (113). Enzim NDM je prvi put 
izolovan u januaru 2008. godine kod muškarca indijskog porekla koji je živeo u Švedskoj i tokom 
više godina putovao u Indiju, gde je bio hospitalizovan. Dan nakon prijema u bolnicu u Švedskoj 
izolovan je multirezistentan soj Klebsiella pneumoniae rezistentan na karbapeneme. U martu 
2008. godine iz uzorka stolice istog pacijenta izolovana je Escherichia coli rezistentna na 
karbapeneme. Budući da PCR-om nisu nađeni do tada poznati geni, kloniranjem i sekvenciranjem 
utvrđeno je da se radi o novoj metalo-beta-laktamazi nazvanoj NDM-1 (107,110). Pojava istog, 
novoopisanog gena rezistencije u dve različite vrste bakterija ukazala je mogućnost njegovog 
prenosa, što je i eksperimentalno potvrđeno nalazom blaNDM-1 gena na plazmidima veličine 180 i 
140 kb (110). Naredne godine NDM-1 enzim je nađen kod 29 pacijenata u Ujedinjenom 
Kraljevstvu. Iste godine gen blaNDM je identifikovan kod 143 pacijenta sa brojnih mesta na 
indijskom potkontinentu (176). Indija i Pakistan se smatraju endemskim područjem za bakterije 
koje produkuju NDM. Prenos i širenje NDM karbapenemaza po celom svetu se desio 
zahvaljujući putovanjima, “medicinskom turizmu” i sposobnosti genetičkih elemenata da se 
prenose među bakterijama (177). Enzim NDM-1 je nađen kod mnogih vrsta bakterija, ali 
najčešće kod Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli, prikupljenih tokom 2008. i 2009. godine 
u Velikoj Britaniji, Indiji, Pakistanu i Bangladešu (178). Širenje NDM-1 i drugih varijanti enzima 
se beleži u mnogim zemljama kao što su Alžir (179), Austrija (180), Australija (181), Belgija
(182), Češka (183), Egipat (184), Francuska (185), Holandija (186), Honduras (187), Hong Kong
(188), Irska (189), Italija (190), Iran (191), Island (192), Izrael (193), Japan (194), Južna Koreja
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(195), Kanada (196), Kina (197), Kenija (198), Kolumbija (199), Kuvajt (200), Nemačka (201), 
Nepal (202), Norveška (203), Novi Zeland (204), Malezija (205), Maroko (206), Mauricijus
(207), Meksiko (208), Oman (209), Rusija (210), Taivan (211), Tunis (212), Turska (213),
Singapur (214), Sjedinjene Američke Države (215), Šri Lanka (216), Švajcarska (217), Švedska 
(107). Generalno u Evropi, zastupljenost NDM enzima nije dosegla razmere zastupljenosti KPC 
karbapenemaza po podacima iz 2013. godine (83). Smatra se da područje Balkana i Bliski Istok 
(Oman i Irak) predstavljaju dodatni, sekundarni izvor bakterija koje produkuju NDM (178,218). 
Nažalost, za većinu balkanskih zemalja ne postoje podaci koji se tiču zastupljenosti pojedinih 
karbapenemaza ili nisu sveobuhvatni (83). U Srbiji NDM je prvi put detektovan u izolatu 
Pseudomonas aeruginosa 2010. godine (219). Kod izolata Klebsiella pneumoniae NDM 
karbapenemaza je prvi put identifikovana 2011. godine iz urina sedmomesečnog dečaka, koji nije 
imao kliničke znake urinarne infekcije (153). Od balkanskih zemalja, u Bugarskoj je zabeležena 
bolnička epidemija uzrokovana sojem Escherichia coli koji produkuje NDM (220). Ne postoje 
dostupni podaci za Albaniju, Bosnu i Hercegovinu i Bivšu jugoslovensku republiku Makedoniju. 
Izolati enterobakterija koji produkuju NDM kod dva pacijenata, jednog prvobitno 
hospitalizovanog u Crnoj Gori, drugog na Kosovu, nađeni su u Belgiji (182). Pored kliničkih 
izolata, analizirani su i uzorci iz životne sredine, sa ciljem utvrđivanja endemskog prisustva 
NDM karbapenemaza u našoj zemlji koja pripada balkanskom području. Grupa autora iz Srbije 
nije našla blaNDM gen u uzorcima površinskih voda sa područja Beograda (221). Od ostalih 
zemalja u okruženju, NDM karbapenemaza je prvi put izolovana u Hrvatskoj 2009. godine iz 
izolata Klebsiella pneumoniae (222), ali je VIM najzastupljenija karbapenemza među 
enterobakterijama na tom području (223). Enzim NDM se i dalje sporadično izoluje u Hrvatskoj, 
najčešće među izolatima Klebsiella pneumoniae, ali i među drugim enterobakterijama, a javlja se 
i zajedno sa VIM karbapenemazama (224). Karbapenemaze NDM i OXA-48 nađene su i u 
Rumuniji kod enterobakterija rezistentnih na karbapeneme (225).
Enzimi OXA-48-like su drugi po zastupljenosti u našem istraživanju, sa distribucijom po
svim gradovima osim u Čačku. Prava prevalencija OXA-48 enzima je nedovoljno poznata, 
budući da enzimi poseduju varijabilnu aktivnost u odnosu na karbapeneme i teško se detektuju 
fenotipskim metodama (120). Enzimi OXA-48 su prvi put detektovani u Turskoj u izolatu 
Klebsiella pneumoniae, a ubrzo su usledile bolničke epidemije po celoj zemlji (226). Turska, 
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zemlje Bliskog Istoka i severnoafričke zemlje se smatraju najvećim rezervoarom OXA-48 gena 
(120). Pojava OXA-48 enzima kod enterobakterija beleži se u Libanu (227), Omanu (228), 
Saudijskoj Arabiji i Kuvajtu (229). Od severnoafričkih zemalja najviše podataka vezano za 
produkciji OXA-48 enzima ima iz Tunisa (230), Maroka (231), Egipta i Libije (229). Među 
evropskim zemljama OXA-48 karbapenemaze su prvo zabeležene u Engleskoj i Francuskoj 
(232,233). Sporadično se javljaju u Belgiji (234), Engleskoj (235), Holandiji (236), Španiji (237), 
Nemačkoj (238), Italiji (239) i Švajcarskoj (154,240). Od evropskih zemalja OXA-48 
karbapenemaze su među najčešće izolovanim u Belgiji, Francuskoj i Malti (83). Od zemalja u 
okruženju enzim OXA-48 je prva identifikovana karbapenemaza u Sloveniji iz izolata 
Escherichia coli od pacijenta koji je poreklom iz Libije (241). U Hrvatskoj OXA-48 
karbapenemaze nisu bile prisutne do 2014. godine, od tada se javljaju sporadično, bez dokazane 
povezanosti sa endemskim područjima (224). U Mađarskoj su 2012. godine nađena 2 izolata 
Klebsiella pneumoniae sa varijantom OXA-48 enzima, OXA-162, što predstavlja prvi izveštaj 
OXA-48-like enzima u toj zemlji (242). 
Istovremena produkcija OXA-48 i NDM kod Klebsiella pneumoniae se sve češće javlja. 
Prema publikovanim podacima enzimi OXA-48 i NDM su prvi put istovremeno detekovani u 
Maroku u izolatu Klebsiella pneumoniae iz urina (243). U Tunisu je izolat Klebsiella pneumoniae
sa istovremenom produkcijom OXA-48 i NDM dobijen iz sternalnog puktata (212). U Turskoj je 
2013. godine prvi put izolovan soj Klebsiella pneumoniae sa koprodukcijom NDM i OXA-48 
karbapenemazama iz urina sedamdesetpetogodišnje pacijentkinje (244). U Tunisu i u Turskoj 
produkcija OXA-48 karbapenemaza je endemskog karaktera (212,244). Zabeležena je 
istovremena produkcija NDM i OXA-48-like karbapenemaza u Maleziji kod izolata Klebsiella 
pneumoniae iz urina pacijenta prethodno hospitalizovanog u Indiji (245). U Indiji je detektovana 
koprodukcija NDM i OXA-48 enzima kod izolata Escherichia coli iz urina (246). U Singapuru su 
opisana 2 izolaza Klebsiella pneumoniae sa istovremenom produkcijom OXA-48-like (OXA-
181) i NDM enzima. Geni blaOXA-181 su poticali iz različitih genetičkih okruženja (247). U Evropi 
koprodukcija NDM i OXA-48 zabeležena je u Bernu u Švajcarskoj kod pacijenta prethodno 
hospitalizovanog u Beogradu na jedinici intenzivne nege u Kliničkom centru Srbije (154). U 
našem istraživanju bilo je 8 izolata Klebsiella pneumoniae kod kojih je dokazano istovremeno 
prisustvo NDM i OXA-48 enzima, 7 izolata iz Beograda i jedan izolat iz Sombora. 
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Enzimi VIM tipa su se pojavili u početkom 2000-tih u južnom delu Evrope, a potom se 
proširili i na severnije evropske zemlje (Nemačka, Francuska, skandinavske zemlje) i Sjedinjene 
Američke Države, najčešće preko kolonizovanih pacijenata (248). Učestalost izolacije Klebsiella 
pneumoniae koja produkuje VIM metalo-beta-laktamaze je ostala niska u severnoevropskim 
zemljama i Sjedinjenim Američkim Državama iako su se javljale bolničke epidemije (249). 
Sporadični slučajevi zabeleženi su u Tunisu (250), Iranu (251), Južnoj Koreji (252), Venecueli
(253). Do skoro, Klebsiella pneumoniae koja produkuje VIM metalo-enzime je često izolovana 
na području Mediterana, dok je u Grčkoj dosegla epidemijske razmere (249,254). Od zemalja u 
okruženju VIM karbapenemaze se najčešće izoluju u Mađarskoj i Hrvatskoj (223,255). 
Metalo-beta-laktamaze IMP su se pojavile 90-tih godina u izolatima Klebsiella 
pneumoniae u Japanu, Tajvanu i Singapuru (69). Klinički izolati koji produkuju IMP enzime se i 
dalje javljaju u Japanu (256). Opisane su bolničke epidemije u Kini (257) i Australiji (258). U 
svetu se IMP enzimi javljaju sporadično. Opisani su pojedinačni slučajevi u Turskoj (259), 
Libanu (260), Sjedinjenim Američkim Državama (261), Brazilu (262), Maleziji (263) i Tajlandu 
(264). U Evropi se javljaju retko, nađeni su u Španiji (265). Iako je opisana bolnička epidemija 
izazvana sojem Proteus mirabilis koji je produkovao metalo-beta-laktamaze VIM i IMP u
hirurškoj intenzivnoj jedinici Kliničkog centra Srbije (266), u našem istraživanju ni jedan od 
testiranih izolata nije posedovao blaVIM ili blaIMP.
Prva Klebsiella pneumoniae koja je produkovala KPC karbapenemazu identifikovana je 
krajem 90-tih godina u severoistočnom delu Sjedinjenih Američkih država i od tada se beleži 
njeno širenje (80). Enzim KPC je najčešće detektovana karbapenemaza u Evropi, naročito u Italiji 
i Grčkoj (83). U određenim delovim sveta bakterije koje produkuju KPC se smatraju endemskim, 
uključujući severoistočni deo SAD, Argentinu, Brazil, Kolumbiju, Puerto Riko, istočni deo Kine, 
Izrael, Italiju, Poljsku i Grčku (97). U Grčkoj prisustvo KPC i VIM karbapenemaza dostiže 
epidemijske razmere (160). Od zemalja u okruženju KPC karbapenemaze nađene su u Mađarskoj 
(267) i u Hrvatskoj (223). Kod izolata Klebsiella pneumoniae grupa autora u Bugarskoj izolovala 
je VIM i KPC (268). Karbapenemaze KPC nađene su samo kod 2 izolata Klebsiella pneumoniae
u Sremskoj Kamenici, iz urina i sekreta rane. Nalaz KPC karbapenemaza u ovom istraživanju 
predstavlja prvu detekciju enzima klase A u Srbiji. 
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Kod više od 85% izolata sa dokazanim genima koji produkuju karbapenemaze dokazano 
je istovremeno prisustvo i blaCTX-M gena koji kodira beta-laktamaze proširenog spektra. Kod svih 
izolata koji pokazuju smanjenu osetljivost na karbapeneme, a ne produkuju karbapenemaze, 
dokazano je prisustvo blaCTX-M gena. Rezistencija na karbapeneme, pored prisustva
karbapenemaza, može nastati usled gubitka porina u kombinaciji sa produkcijom beta-laktamaza
proširenog spektra ili AmpC beta-laktamaza. Naročito prisustvo CTX-M enzima u kombinaciji sa
gubitkom porina može uzrokovati rezistenciju na ertapenem (52). Druga grupa autora dokazala 
je da gubitak porina OmpK35/36 u kombinaciji sa genom blaCTX-M-15 ili blaDHA-1-ampR (gen koji 
kodira vrstu AmpC cefalosporinaza) kod izolata Klebsiella pneumoniae može uzrokovati 
rezistenciju na sva četiri karbapenema (meropenem, imipenem, ertapenem i doripenem) (269). 
Ertapenem se smatra indikatorom visoke senzitivnosti za dokazivanje produkcije karbapenemaza 
kod bakterija (270). Međutim, ertapenem pokazuje nisku specifičnost za detekciju 
karbapenemaza u odnosu na meropenem i imipenem (271). CTX-M enzim najverovatnije 
doprinosi smanjenoj osetljivosti na ertapenem vezivanjem visokim afinitetom za molekul leka. 
Ertapenem se pokazao najmanje efikasnim za izolate sa gubitkom porina, cefalosporinazama i 
karbapenemazama (269). U našem istraživanju blaCTX-M se često detektuje uz gene koji kodiraju 
karbapenemaze. Određivanje prisustva drugih gena koji kodiraju beta-laktamaze nije bilo 
planirano istraživanjem. Gram-negativni bolnički izolati često istovremeno poseduju više beta-
laktamaza. U istraživanju sprovedenom u Sjedinjenim Američkim Državama u jednom 
bolničkom izolatu Klebsiella pneumoniae nađeno je 8 različitih beta-laktamaza (272). Novi geni 
koji kodiraju beta-laktamaze nastavljaju da se dodaju na plazmide ili genske kasete kod bakterija 
koje već poseduju bla gene. Sa velikim brojem različitih nukleotidnih sekvenci u okruženju 
verovatnoća funkcionalnih mutacija raste, naročito usled selektivnog pritiska (46). 
U vreme uzorkovanja pacijenti su bili smešteni na kliničkim odeljenjima ili u jedinicama 
intenzivne nege. U našem istraživanju oko 50% izolata koji produkuju karbapenemaze potiče iz 
jedinica intenzivne nege, a nešto manje od 50% sa kliničkih odeljenja. Nije utvrđena statistički 
značajna razlika između detekcije gena koji kodiraju karbapenemaze i odeljenja na kom su 
pacijenti bili smešteni u vreme uzorkovanja. Nedostaje podatak o prethodnom boravku pacijenata 
u jedinicama intenzivne nege, što predstavlja nedostatak naše studije. S druge strane, zbog 
nedovoljnog epidemiološkog nadzora u našim zdravstvenim ustanovama, vrlo verovatno dolazi 
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do širenja rezistentnih sojeva po kliničkim odeljenjima. Prema literaturnim podacima bolničke 
infekcije uzrokovane sojevima koji produkuju karbapenemaze su u početku bile su 
karakteristične za jedinice intenzivne nege (160,273–276). Skoriji nalazi ukazuju na širenje 
takvih sojeva po različitim kliničkim odeljenjina i različitim zdravstvenim ustanovama (160). 
Grupa autora iz Izraela dokazala je da je boravak u jedinicama intenzivne nege nezavistan faktor 
za kolonizaciju ili infekciju sojem Klebsiella pneumoniae koji produkuje karbapenemaze, pored 
lošeg funkcionalnog statusa pacijenta i prethodne primene antibiotske terapije (275). Pored 
navedenog, u ostale faktore rizike spada i višestruka primena medicinskih pomagala i katetera, 
prethodna hirurška intervencija i prisustvo rana (277,278) čime delimično može da se objasni 
visoka zastupljenost infekcija izazvanih bakterijama koje produkuju karbapenemaze i na 
kliničkim odeljenjima.
Izolati koji produkuju karbapenemaze najčešće potiču iz urina u više od polovine uzoraka, 
potom iz uzoraka donjeg respiratornog trakta, iz krvi i sekreta rana. U studiji sprovedenoj u 
Španiji, tokom dvogodišnjeg perioda, Klebsiella pneumoniae rezistentna na karbapeneme 
izolavana je iz 35,7% urina, 21,4% krvi, 14,3% hirurških rana i 14,3% respiratornih uzoraka 
(279). U Italiji su tokom jedno i po godišnjeg perioda prikupljena 23 izolata enterobakterija koje 
produkuju karbapenemaze, u najvećem procentu iz urina (14/23), respiratornih uzoraka (3/23), 
krvi (2/24) i ostalih uzoraka (280). U studiji sprovedenoj na Tajvanu tokom dvogodišnjeg 
ispitivanja izolati Escherichia coli koji su produkovali karbapenemaze, najčešće su izolovani iz 
urina (25,0%), krvi (12,5%), žuči (6,3%) i ostalih uzoraka (abdominalni i pleuralni sadržaji i 
punktati-56,3%). Klebsiella pneumoniae koja produkuje karbapenemaze izolovana je najčešće iz 
urina (21,7%), krvi (18,3%), žuči (18,3%), sputuma (16,7%) i ostalih uzoraka (abdominalni i 
pleuralni sadržaji i punktati-25,0%) (281). U infekcije uzrokovane enterobakterijama koje 
produkuju karbapenemaze najčešće spadaju bakterijemije, pneumonija i urinarne infekcije kako 
se navodi u meta analizi sprovedenoj 2014. godine u koju je bilo uključeno 20 studija (282).
Disk difuzionom metodom, najčešće korišćenom metodom za određivanje osetljivosti 
bakterijskih izolata na antimikrobne lekove u rutinskom mikrobiološkom radu, izolati koji 
produkuju karbapenemaze pokazivali su smanjenu osetljivost na sve testirane beta-laktame i 
gentamicin. Visok procenat rezistencije evidentiran je za trimetoprim/sulfametoksazol (93,7%) i 
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ciprofloksacin (92,4%). Najefikasnijim se pokazao amikacin sa 62% neosetljivih izolata. 
Određivanjem osetljivosti automatizovanim Vitek 2 sistemom koji se bazira na dilucionoj metodi, 
nalaz osetljivosti ispitivanih izolata takođe ukazuje na neefikasnost svih beta-laktamskih 
antibiotika i tobramicina. Visok procenat rezistenicije izolati su pokazali u odnosu na gentamicin 
(96,2%), ciprofloksacin i levofloksacin (92,4%), trimetoprim/sulfametoksazol (91,1%). 
Najefikasniji antibiotski lekovi za izolate koji produkuju karbapenemaze sa procentima 
rezistencije su amikacin (43,0%), tigeciklin (17,5%), fosfomicin (7,6%) i kolistin (5,1%). 
Posmatrano u odnosu na bakterijsku vrstu, ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove 
disk difuzionom metodom svih izolata Klebsiella pneumoniae koji produkuju karbapenemaze 
ukazuje na neefikasnost svih beta-laktamskih antibiotika uključujući karbapeneme i gentamicin 
primenjen u standardnom doznom režimu. Smanjena osetljivost registrovana je na 
trimetoprim/sulfametoksazol i ciprofloksacin, a najefikasniji lek je bio amikacin (67,6%).
Korišćenjem automatizovanog Vitek 2 sistema za ispitivanje osetljivosti izolata Klebsiella 
pneumoniae koji produkuju karbapenemaze takođe je evidentirana smanjena osetljivost na sve 
beta-laktame i tobramicin. Visok procenat neosetljivosti izolati su pokazali u odnosu na 
gentamicin, ciprofloksacin, levofloksacin i trimetoprim/sulfametoksazol. Najdelotvorniji
antibiotski lekovi sa navedenim procentima rezistencije bili su amikacin (44,1%), tigeciklin 
(20,0%), fosfomicin (11,1%) i kolisitin (5,9%). Ispitivanje osetljivosti na antimikrobne lekove 
disk difuzionom metodom svih izolata Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze ukazuje 
na neefikasnost svih beta-laktamskih antibiotika uključujući karbapeneme i gentamicin. Najniži 
procenat rezitencije zabeležen je za trimetoprim/sulfametoksazol (63,6%), ciprofloksacin 
(54,5%), a najdelotvorniji je bio amikacin (27,3%). Za navedene lekove kod izolata Escherichia 
coli koji produkuju karbapenemaze registrovan je niži procenat rezistencije u odnosu na izolate
Klebsiella pneumoniae sa dokazanim karbapenemazama. Primenom dilucione metode takođe je 
ustanovljena neosetljivost izolata Escherichia coli koji produkuju karbapenemaze na sve beta-
laktamske antibiotike, ali i na gentamicin i tobramicin. Visok nivo rezistencije je evidentiran za 
trimetoprim/sulfametoksazol, nešto niži za fluorohinolone (54,5%), ciprofloksacin i 
levofloksacin, i za amikacin (36,4%). Najdelotvorniji antimikrobni lekovi su bili tigeciklin, 
fosfomicin i kolistin. Na fosfomicin i kolistin ni jedan izolat nije pokazao smanjenu osetljivost ili 
neosetljivost. Iako profili rezistencije među enterobakterijama koje produkuju karbapenemaze 
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mogu da budu različiti, najveći broj izolata je rezistentan na većinu beta-laktama, fluorohinolone 
i trimetoprim/sulfametoksazol, te je terapijski izbor uglavnom ograničen na primenu kolistina, 
aminoglikozida, fosfomicin i tigeciklin (82,229,283). Tigeciklin u kombinaciji sa kolistinom, 
karbapenem u kombinaciji sa kolistinom, fosfomicin sa karbapenemom, fosfomicin sa 
aminoglikozidom i karbapenem u kombinaciji sa aminoglikozidom predstavljaju najčešće 
kombinacije antibiotskih terapijskih režima i pokazuju manji mortalitet u odnosu na primenu 
drugih kombinacija antibiotika (282). Pokazano je da kombinacija karbapenema sa nekim drugim 
lekom može da dovede do boljeg preživljavanja (274,284,285). Postoje dokazi o efikasnosti
trojne antibiotske terapije: kolistin-tigeciklin-meropenem, najverovatnije zbog potencijalnog 
sinergističkog dejstva meropenema i kolistina (284). Odluka da li će se primeniti kombinovana 
antibiotska terapija ili monoterapija zavisi od vrste infekcije, uzročnika, profila rezistencije ili 
komorbiditeta pacijenta. U kliničkoj praksi, kombinacija antibiotika se često daje pacijentima sa 
teškim infekcijama da bi se empirijski proširio spektar delovanja ili zbog polimikrobnih infekcija. 
Postoje dokazi iz kliničkih i in vitro studija da kombinovana antibiotska terapija može da 
prevenira pojavu rezistentnih sojeva tokom terapije (286,287). Sinergizam predstavlja 
potencijalni benefit kada se primenjuje kombinovana terapija. Međutim, in vitro sinergizam 
određenih antibiotika ne mora da se pokaže i u kliničkoj efikasnosti leka (282). Podaci dobijeni in 
vitro testiranjem osetljivosti enterobakterija koji produkuju karbapenemaze pokazuju da su 
kolistin, tigeciklin i fosfomicin najefikasniji antimikrobni lekovi, naročito za sojeve koji 
produkuju KPC enzime i metalo-beta-laktamaze. Delotvornost leka se razlikuje u zavisnosti od 
proširenosti rezistentnih izolata u određenom okruženju. U mnogim studijama je pokazano
smanjenje aktivnosti navedenih lekova u odnosu na izolate koji produkuju karbapenemaze 
(267,288–290). Među testiranim izolatima u našoj studiji postoji mali broj izolata Klebsiella 
pneumoniae koji su neosetljivi na kolistin, tigeciklin ili fosfomicin. Među izolatima Escherichia 
coli koji produkuju karbapenemaze nije evidentirana rezistencija na navedene antimikrobne 
lekove. 
Poređenjem minimalnih inhibitornih koncentracija utvrđena je statistički značajna razlika 
za meropenem, imipenem, ertapenem, amikacin i gentamicin izolata koji produkuju 
karbapenemaze i izolata koji ne produkuju karbapenemaze. Za ostale testirane antimikrobne 
lekove (ampicilin, piperacilin, piperacillin/tazobaktam, ceftriakson, ceftazidim, cefepim, 
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tobramicin, ciprofloksacin, levofloksacin, trimetoprim/sulfametoksazol, tigeciklin, fosfomicin, 
kolistin) nije utvrđena značajna razlika što govori u prilog sličnog profila rezistencije kod
ispitivanih multirezistentnih izolata nezavisno od produkcije karbapenemaza. Sticanjem gena koji
kodiraju karbapenemaze, eliminišu se rezervni antibiotici, karbapenemi, značajni u lečenju
infekcija izazvanih multirezistentnim sojevima.
Određivanjem osetljivosti na meropenem upotrebom Vitek 2 sistema karbapenemaze su
dokazane kod 94,0% izolata sa smanjenom osetljivošću na lek. Kada se osetljivost na meropenem
određena Vitek 2 sistemom koristila za skrining na produkciju karbapenemaza senzitivnost testa
je bila 100%, specifičnost 90,2%, a ukupna tačnost 96,1%. Određivanjem osetljivosti na
imipenem upotrebom Vitek 2 sistema karbapenemaze su dokazane kod 95,2% izolata sa
smanjenom osetljivošću na lek. Kada se osetljivost na imipenem određena Vitek 2 sistemom
koristila za skrining na produkciju karbapenemaza senzitivnost testa je bila 100%, specifičnost
92,2%, a ukupna tačnost 96,9%. U našoj studiji interpretacija rezultata ispitivanja osetljivosti
korišćenjem Vitek 2 sistema vršena je prema CLSI standardu. U sličnoj studiji u kojoj se
interpretacija takođe zasnivala na CLSI standardu, senzitivnost, specifičnost, pozitivna i
negativna prediktivna vrednost za izolate sa smanjenom osetljivošću na imipenem i meropenem
su iznosile 98%, 94%, 95% i 98% (291). U studiji koreanskih autora u detekciji karbapenemaza
senzitivnost za meropenem iznosila je 95,3%, za imipenem 93,0%, a za ertapenem 100,0%, dok
je specifičnost bila 89,9%, korišćenjem Vitek AST-N202 kartice (292). Iako se smatra da 
ertapenem najtačnije detektuje prisustvo karbapenemaza, naročito KPC enzima različitim 
metodama, uključujući i Vitek 2 sistem (293), u onim područjima u kojima je visoka 
zastupljenost drugih mehanizama rezistencije na karbapeneme, autori preporučuju korišćenje 
imipenema i meropenema za utvrđivanje prisustva karbapenemaza (291). U našem istraživanju 
karbapenemaze su dokazane kod 62,9% izolata smanjenom osetljivošću na ertapenem. 
Senzitivnost, specifičnost i ukupna tačnost nisu mogle biti izračunate zbog malog broja testiranih 
izolata koji su bili osetljivi na ertapenem. Grupa autora pokazala je da su minimalne inhibitorne 
koncentracije za ertapenem značajno više korišćenjem Vitek 2 sistema u odnosu na one određene 
E testom i agar dilucionom metodom. U navedenom istraživanju nisu nađeni izolati koji
produkuju karbapenemaze, iako su svi bili smanjene osetljivosti na ertapenem kada su minimalne 
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inhibitorne koncentracije određivane Vitek 2 sistemom, dok je 42% izolata bilo osetljivo prema 
interpretaciji E testa i agar dilucione metode (294). Takođe, uspešnost detekcije sojeva koji 
produkuju karbapenemaze zavisi i od vrste prisutnog enzima, budući da karbapenemaze različitih 
klasa mogu različito da deluju na pojedine karbapeneme. S toga bi, u cilju pouzdanije detekcije 
karbapenemaza, trebalo testirati sve karbapeneme (270,292). Smatra se da je upotreba Vitek 2 
sistema u detekciji karbapenemaza korisna, ali da zavisi i od vrste korišćenih antibiotskih kartica
(270).
Korišćenjem disk difuzione metode za skrining na prisustvo karbapenemaza, 
karbapenemaze su dokazane kod 74,5% izolata sa smanjenom osetljivošću na meropenem. Kad je 
korišćen imipenem, kod 89,8% izolata sa smanjenom osetljivošću dokazane su karbapenemaze. 
Senzitivnost oba testa je bila 100%, specifičnost 87,8% za meropenem, a 96,4% za imipenem, a 
ukupna tačnost 91,0% i 97,1%. Korišćenjem disk difuzione metode za određivanje osetljivosti na 
ertapenem, karbapenemaze su dokazane kod 40,3% izolata sa smanjenom osetljivošću. 
Osetljivost na ertapenem određena disk difuzionom metodom pokazala je senzitivnost od 100%, 
ali nisku specifičnost (47,0%), a ukupna tačnost je iznosila 61,0%. Pojedini autori smatraju da 
disk difuziona metoda može da se koristi za skrining na prisustvo karbapenemaza i da je naročito 
korisna za sojeve Klebsiella pneumoniae koji produkuju KPC i VIM karbapenemaze. U 
pomenutom istraživanju, na osnovu graničnih vrednosti korišćenjem disk difuzione metode 
otkriveno je više izolata koji produkuju karbapenemaze nego korišćenjem minimalnih 
inhibitornih koncentracija (270). 
Određivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija gradijent testom za skrining na 
prisustvo karbapenemaza, kod 89,5% izolata rezistentnih na meropenema je dokazano prisustvo 
karbapenemaza kada je korišćen CLSI standard, a kada je korišćen EUCAST standard,
karbapenemaze su dokazane kod 92,9% rezistentnih izolata. Prilikom korišćenja imipenema, 
karbapenemaze su dokazane kod 94,9% izolata rezistentnih na imipenem kada je interpretacija 
vršena po CLSI standardu. Kada je interpretacija osetljivosti izvršena po EUCAST standardu, 
karbapenemaze su dokazane kod 97,7% izolata rezistentnih na imipenem. Slaganje interpretacija 
po američkom i evropskom standardu u našem istraživanju iznosilo je 78,9% i za imipenem i 
meropenem. Interpretacija minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem i imipenem po 
evropskom standardu pokazala je veću specifičnost u odnosu na američki standard. Razlike u 
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odnosu na korišćeni standard prilikom korišćenja disk difuzione metode, E testa ili Vitek 2 
sistema za skrining na karbapenemaze su ranije opisane u literaturi (270). U kanadskoj studiji, 
određivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija za meropenem produkcija karbapenemaza 
(NDM, KPC ili OXA-48-like) je dokazana kod 86% izolata (Klebsiella spp., Escherichia coli i 
Enterobacter spp.) interpretacijom po CLSI standardu, a kod 98,4% izolata korišćenjem 
EUCAST standarda (295). Za uspešnost rezultata važan je i kvalitet korišćenih podloga, diskova 
antibiotika i gradijent testova.
Među multirezistentnim izolatima Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli postoje vrlo 
uspešni klonovi, kao što su Klebsiella pneumoniae ST258 i Escherichia coli ST131, koji se šire 
najčešće zbog povećanog međunarodnog transporta, „medicinskog turizma“ i pacijenata koji se 
nakon lečenja u inostranstvu vraćaju u svoju domovinu (6). Sposobnost identifikovanja ovakvih 
epidemijskih klonova je od izuzetnog značaja zbog razumevanja njihove epidemiologije i 
mogućnosti obaveštavanja zdravstenih ustanova o pojavi epidemijskih sojeva. Ukazala se potreba 
za pouzdanom metodom za tipizaciju koja bi mogla da identifikuje epidemijske klonove i koja bi 
mogla da se koristi u različitim centrima, sa međunarodno dostupnom bazom za poređenje (296). 
Metode koje se najčešće koriste u te svrhe su gel elektroforeza u pulsnom polju (eng. pulsed-field 
electrophoresis-PFGE) i tipizacija višestrukim sekvencama (eng. multilocus sequence typing-
MLST). DiversiLab je sistem za bakterijsku tipizaciji koji se bazira na repPCR metodi, rezultati 
su dostupni za jedan dan i dovoljno je jednostavan za korišćenje da bi mogao da se uvede u 
rutinski laboratorijski rad (297). U našem istraživanju slučajnim odabirom analizirano je 36 
multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae. Na dendrogramu se izdvajaju pojedini klasteri 
koji obuhvataju izolate sa velikim stepenom srodnosti. Klonalno širenje je evidentno među 
izolatima koji produkuju NDM enzime ne samo u okviru iste zdravstvene institucije, nego i među 
različitim zdravstvenim centrima. Klonalno širenje je zabeleženo i za izolate sa OXA-48-like 
enzimom, sa ili bez NDM metalo-beta-laktamaze, a izolati sa KPC beta-laktamazama se jasno 
razlikuju od drugih testiranih izolata. Na žalost, iz tehničkih razloga nije postojala mogućnost 
poređenja naših podataka sa međunarodnom bazom. Za detaljnije podatke o srodnosti 
cirkulišućih klonova neophodno je uraditi MLST ili neku drugu metodu za tipizaciju.
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Preporuke za ispitivanje osetljivosti na karbapeneme u mikrobiološkim laboratorijama u Srbiji
zasnovane na podacima iz našeg istraživanja su: 
 U cilju pouzdane detekcije prisustva karbapenemaza treba testirati sve
karbapeneme, a svakako imipenem i meropenem, nekom od metoda ispitivanja
osetljivosti. 
 Ertapenem se među karbapenemima smatra pojedinačnim indikatorom visoke
senzitivnosti za dokazivanje produkcije karbapenemaza, ali niske specifičnosti, i
njegovo korišćenje u detekciji karbapenemaza se ne preporučuje u područijima sa
visokim procentom drugih mehanizama rezistencije na karbapeneme. Kako je
našim istraživanjem utvrđeno prisustvo CTX-M beta-laktamaza kod velikog broja
izolata rezistentnih na bar jedan karbapenem kod kojih nije dokazano prisustvo
karbapenemaza, ertapenem ne bi trebalo koristiti za skrining na prisustvo
karbapenemaza bez obzira na metod ispitivanja osetljivosti. 
 Nakon detekcije smanjene osetljivosti na karbapeneme, preporučuje se korišćenje
fenotipskih testova za detekciju karbapenemaza. U relativno jeftine, jednostavne i
dostupne testove spadaju kombinovani disk test i dvostrukti test sinergizma sa
odgovarajućim inhibitorima (“in house” i komercijalni). Negativna strana
navedenih testova je nemogućnost detekcije OXA-48 karbapenemaza i
istovremenog prisustva dva enzima iz različitih klasa, prisutnih na našem
području. Biohemijski testovi za dokazivanje karbapenemaza su preporučeni od
strane EUCAST standarda. Kako nisu bili dostupni tokom našeg istraživanja, 
njihova evaluacija za izolate u našoj zemlji tek treba da usledi. Komercijalni Carba
NP testovi su se pojavili na našem tržištu pre nekoliko meseci, a za znatno jeftinije
“in house” testove još uvek nisu dostupni svi potrebni reagensi. 
 Krajnju potvrdu prisustva karbapenemaza treba izvršiti molekularnim metodama u
referentnoj ustanovi. 
Treba ispitati osetljivost svih izolata sa dokazanim karbapenemazama na antibiotike koji se
empirijski koriste za lečenje kao što su kolistin, tigeciklin i fosfomicin zbog prisustva rezistencije
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među testiranim izolatima. Detekcija karbapenemaza kod enterobakterija je važna ne samo zbog
ordiniranja adekvatne terapije, nego i zbog sprečavanja širenja takvih sojeva unutar zdravstvene
ustanove, između zdravstvenih ustanova, pa i izvan granica naše zemlje, odnosno boljeg
epidemiološkog nadzora i sprovođenja adekvatne kontrole infekcija. 
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7 ZAKLJUČCI
1. Multirezistentni izolati Klebsiella pneumoniae rezistentni na karbapeneme iz klinički 
značajnih uzoraka su statistički značajno češći od izolata Escherichia coli.
2. Kod izolata koji su pokazali smanjenu osetljivost prema bar jednom karbapenemu, 
fenotipski test za dokazivanje karbapenemaza klase A i B bio je pozitivan kod 65/179 
(36,3%) izolata.
3. Kod izolata koji su pokazali smanjenu osetljivost prema bar jednom karbapenemu
geni koji kodiraju karbapenemaze nađeni su kod 79/179 (44,1%) izolata.
4. Kod svih izolata sa smanjenom osetljivošću na karbapeneme bez produkcije 
karbapenemaza dokazano je prisustvo CTX-M beta-laktamaza, koje uz promene u
proteinima spoljašnje membrane mogu biti odgovorne za smanjenu osetljivost na
karbapeneme.
5. Među genima koji kodiraju karbapenemaze blaNDM je nađen kod 58/79 (73,4%) 
izolata Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli. Kod 11/79 (13,9%) izolata
Klebsiella pneumoniae detekovani su blaOXA-48-like geni, a kod 2/79 (2,5%) izolata
blaKPC geni. Geni blaVIM i blaIMP nisu detektovani.
6. Kod 8/79 (10,1%) izolata Klebsiella pneumoniae sa dokazanim karbapenemazama
detekovana su 2 gena koja kodiraju karbapenemaze, blaNDM i blaOXA-48-like. Navedena
kombinacija gena je specifična za naše područje i retko se javlja u Evropi.
7. Izolati sa dokazanim karbapenemazama pokazuju rezistenciju na veći broj antibiotika 
u odnosu na izolate koji ne produkuju karbapenemaze. Poređenjem minimalnih 
inhibitornih koncentracija utvrđena je statistički značajna razlika za amikacin, 
gentamicin, ertapenem, meropenem i imipenem kod izolata koji produkuju 
karbapenemaze i izolata koji ne produkuju karbapenemaze.
8. Kod izolata koji produkuju karbapenemaze evidentiran je određeni procenat
rezistencije za tigeciklin (17,5%), fosfomicin (7,6%) i kolistin (5,1%). Kako se
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navedeni lekovi koriste u preporučenim terapijskim protokolima za lečenje infekcija
izazvanih izolatima koji produkuju karbapenemaze, neophodno je ispitati njihovu
osetljivost kod svakog izolata sa dokazanim karbapenemazama u cilju odabira
efikasne kombinacije lekova.
9. Dokazano je klonalno širenje multirezistentnih izolata Klebsiella pneumoniae koji 
produkuju NDM i OXA-48-like enzime u okviru jedne zdravstvene institucije i među 
različitim zdravstvenim ustanovama.
10. Na osnovu prvih sveobuhvatnih podataka o prisustvu karbapenemaza na našem
području, sve izolate enterobakterija sa smanjenom osetljivošću na karbapeneme bi
trebalo ispitati u pravcu produkcije karbapenemaza bez obzira na metod određivanja
osetljivosti. Testove za fenotipsku detekciju karbapenemaza bi trebalo koristiti u
mikrobiološkim laboratorijama u skladu sa važećim evropskim preporukama, a
konačnu potvrdu mehanizma rezistencije treba izvršiti molekularnim metodama u
referentnoj laboratoriji.  
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